Mikrokalorymetryczne badania przemian konformacyjnych albuminy poddanej działaniu wybranych czynników fizykochemicznych by Michnik, Anna
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Title: Mikrokalorymetryczne badania przemian konformacyjnych albuminy 
poddanej działaniu wybranych czynników fizykochemicznych 
 
Author: Anna Michnik 
 
Citation style: Michnik Anna. (2009). Mikrokalorymetryczne badania 
przemian konformacyjnych albuminy poddanej działaniu wybranych 
czynników fizykochemicznych. Katowice : Wydawnictwo Uniwersytetu 
Śląskiego. 


Mikrokalorymetryczne  badania
przemian  konformacyjnych  albuminy
poddanej  działaniu
wybranych  czynników  fizykochemicznych
NR 2681
Anna  Michnik
Mikrokalorymetryczne  badania
przemian  konformacyjnych  albuminy
poddanej  działaniu
wybranych  czynników  fizykochemicznych
Wydawnictwo Uniwersytetu Śląskiego Katowice 2009
Redaktor serii: Fizyka
WŁADYSŁAW BORGIEŁ
Recenzenci
ANNA SUŁKOWSKA, LILIANNA TRYNDA-LEMIESZ
Publikacja będzie dostępna — po wyczerpaniu nakładu — w wersji internetowej:
Śląska Biblioteka Cyfrowa
www.sbc.org.pl
Spis  treści
Wprowadzenie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
1. Białka: konformacja, pojemność cieplna . . . . . . . . . . . 13
1.1. Stan konformacyjny białka . . . . . . . . . . . . . . 13
1.2. Pojemność cieplna białek . . . . . . . . . . . . . . 15
2. Albumina — struktura i funkcje . . . . . . . . . . . . . 20
3. Badania DSC białek . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
3.1. Termiczne rozfałdowanie białka . . . . . . . . . . . . 24
3.2. Aspekty kinetyczne w procesie denaturacji białek — model Lumry—
Eyringa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
4. Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC . . . . . . . . . . . 35
4.1. Podstawy analizy dekonwolucyjnej . . . . . . . . . . . 35
4.2. Przejścia niezależne . . . . . . . . . . . . . . . . 37
4.2.1. Model niezależnych przejść dwustanowych, uwzględniający efek-
ty ∆Cp . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
4.2.2. Model niezależnych przejść dwustanowych, z wykluczeniem efek-
tów ∆Cp. . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
4.2.3. Model niezależnych przejść niedwustanowych . . . . . . 40
4.3. Przejścia sekwencyjne . . . . . . . . . . . . . . . 41
4.4. Pojedyncze przejście dwustanowe z dysocjacją podjednostek . . . . 42
5. Proces termicznej denaturacji albuminy w roztworach wodnych . . . 44
5.1. Charakterystyka DSC termicznej przemiany pomiędzy stanem natywnym
i zdenaturowanym albuminy. . . . . . . . . . . . . . 44
5
5.2. Specyfika termicznych przemian konformacyjnych albuminy ludzkiej
i wołowej . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
5.3. Wpływ obecności kwasów tłuszczowych na charakter termicznego roz-
fałdowania albuminy . . . . . . . . . . . . . . . . 52
5.4. Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC albuminy . . . . . . . 54
6. Termiczna denaturacja albuminy surowicy w roztworach wodnych mody-
fikowanych wybranymi czynnikami chemicznymi . . . . . . . . 63
6.1. Przemiany BSA w roztworach o pH w zakresie 3,5—7,0 . . . . . 63
6.2. Proces termicznej denaturacji HSA i HSAf w roztworach wodnych eta-
nolu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
6.2.1. Białka w roztworach wodno-alkoholowych . . . . . . . 71
6.2.2. Proces termicznej denaturacji HSA i HSAf w obecności etanolu . 73
6.2.3. Wiązanie etanolu do albuminy . . . . . . . . . . . 75
6.2.4. Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC albuminy w roztworach
etanol-woda . . . . . . . . . . . . . . . . 79
7. Skutki ekspozycji roztworów wodnych albuminy na wybrane zakresy pro-
mieniowania elektromagnetycznego . . . . . . . . . . . . 84
7.1. Wpływ promieniowania o częstości radiowej na trwałość konformacji
albuminy wołowej. . . . . . . . . . . . . . . . . 84
7.2. Konformacyjna reorganizacja albuminy pod wpływem promieniowania
UV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92
Podsumowanie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105
Dodatek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109
D I. Wiązanie kwasów tłuszczowych do albuminy . . . . . . . . . 109
D II. Siły stabilizujące strukturę białka . . . . . . . . . . . . . 111
D III. Wpływ środowiska na konformacyjną stabilność makromolekuły białka . 114
D IV. Pomiary kalorymetryczne i spektrofotometryczne . . . . . . . . 119
D V. Analiza statystyczna wyników . . . . . . . . . . . . . . 120
Literatura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121
Summary . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 139
Zusammenfassung. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141
6
Wprowadzenie
Inspiracją do badań przemian konformacyjnych białek zachodzących pod
wpływem czynników fizykochemicznych jest wiele niewyjaśnionych w pełni
kwestii dotyczących zależności pomiędzy zmianą natywnej struktury białek
w wyniku oddziaływania ze środowiskiem a skutkami, jakie te modyfikacje
niosą dla organizmów żywych. Narażenie środowiskowe jest zazwyczaj naraże-
niem mieszanym na wiele czynników o różnych stężeniach bądź natężeniach.
Efekt końcowy jednoczesnego działania wielu czynników zależy od interakcji
między nimi, a w przypadku organizmów żywych także od ich indywidualnych
reakcji i odpowiedzi na bodźce środowiskowe. Prowadzenie badań in vitro,
mających na celu poznanie wpływu każdego z czynników oddzielnie lub ich
ograniczonej kombinacji nie na obiekty żywe, lecz na ich wyodrębnione skład-
niki, nie jest w stanie zastąpić badań in vivo. Jedną z wielu przyczyn jest trud-
ność wiernego odtworzenia warunków fizjologicznych, na przykład tzw. za-
tłoczenia molekularnego panującego w komórce, od którego w bardzo istotny
sposób uzależnione są konformacje makromolekuł, aktywność enzymów i szyb-
kość reakcji biochemicznych (MINTON, 2001, 2005; ELLIS, 2001; CHEBOTAREVA
et al., 2004). Na obecnym etapie wiedzy selektywne badania modelowe, mimo
określonych założeń upraszczających, nadal wnoszą istotny wkład w poznanie
i zrozumienie zjawisk fizycznych leżących u podłoża procesów, wywołujących
określone skutki w danych warunkach środowiskowych.
Białka, podstawowe składniki każdej komórki, biorą udział w licznych pro-
cesach fizjologicznych: przenoszeniu i magazynowaniu różnych substancji, utle-
nianiu tkankowym, krzepnięciu krwi, procesach odpornościowych, procesach
widzenia, przewodzeniu bodźców nerwowych, skurczu mięśni, dostarczaniu
energii, regulacji procesów metabolicznych — stężenia jonów, ciśnienia osmo-
tycznego. Wszystkie te funkcje wypełniają one dzięki odwracalnym zmianom
specyficznej struktury przestrzennej każdego z nich.
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Zdobycie wszechstronnych informacji na temat trwałości struktur białko-
wych jest ważne w aspekcie współczesnych badań farmaceutycznych. W ostat-
nich latach powstaje wiele nowych leków na bazie białek, przy czym najwięk-
szym problemem jest zwykle mała trwałość tych farmaceutyków. Dodatkowo
procesy technologiczne prowadzące do ostatecznej formy bezpiecznego i sku-
tecznego (aktywnego) preparatu, składają się z procedur, które mogą modyfiko-
wać białko w niepożądany sposób. Wyjściowy materiał poddawany jest np.
działaniu promieniowania jonizującego, UV (254 nm) czy termicznej steryliza-
cji w celu zniszczenia bakterii i wirusów. Te działania nie pozostają prawdopo-
dobnie bez wpływu na strukturę i właściwości makromolekuł.
Albumina jest to białko surowicy krwi, które obficie występuje w organi-
zmach ssaków. Pomimo tego że zarówno struktura, jak i podstawowe funkcje al-
buminy zostały stosunkowo dobrze poznane, nie przestaje ona być obiektem
wszechstronnych badań naukowych. Wybrane, zdaniem autorki ważne w kon-
tekście pracy, informacje na temat tego białka przedstawiono w rozdziale 2. Po-
znanie wpływu różnych czynników fizykochemicznych na właściwości albumi-
ny przyczynia się do zrozumienia zaburzeń jej funkcji. Termiczne
charakterystyki albuminy dostarczają cennych wskazówek w kontekście jej za-
stosowań praktycznych, np. w laserowym zespalaniu tkanek (BLEUSTEIN et al.,
2000 a, b), metodzie alternatywnej do zszywania chirurgicznego. Albuminy
używa się jako „lutu” w celu poprawy konsystencji i zwiększenia wytrzy-
małości blizny. Termiczna pasteryzacja roztworów albuminy poprzedza ich za-
stosowania kliniczne (przeprowadza się ją ze względu na możliwość obecności
wirusów, np. HIV, opryszczki, zapalenia wątroby).
Badania termicznej denaturacji albuminy dostarczają ważnych informacji na
temat wewnątrz- i międzydomenowych oddziaływań istotnych dla stabilizacji
aktywnej formy białka. Zachowanie się albuminy pod wpływem temperatury
badano różnymi metodami, a najczęściej techniką dichroizmu kołowego (CD)
(TAKEDA et al., 1989; ARAKAWA et al., 2000; WATANABE et al., 2001;
KRAGH-HANSEN et al., 2005) i różnicowej kalorymetrii skaningowej (DSC)
(ANRAKU et al., 2007; BARONE et al., 1995; FARRUGGIA, PICÓ, 1999; GIANCOLA
et al., 1997; MICHNIK, 2003; ROSS, SHRAKE, 1988; TIKTOPULO et al., 1985;
YAMASAKI et al., 1990, 1991, 1992).
Nowoczesna aparatura pozwala na badanie zmian zachodzących w struk-
turze białek na poziomie molekularnym. Uchwycenie tych zmian i powiązanie
ich z funkcjami białek wzbogaca wiedzę dotyczącą prawidłowości funkcjo-
nowania naszych organizmów, a także podłoża niektórych chorób. Zaburzenia
konformacyjne białek leżą u podstaw takich chorób układu pozapiramidowego
jak: choroba Parkinsona, otępienie, z ciałami Lewy’ego (ang. Dementia with
Lewy bodies — DLB), postępujące porażenie nadjądrowe. Nieprawidłowa
struktura białek ma także związek z chorobą Alzheimera i chorobą prionową
BSE.
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Relacje między strukturą a funkcją białek zależą silnie od oddziaływań
z rozpuszczalnikiem. Problem ten jest szeroko badany od wielu lat i mimo to
wciąż żywo dyskutowany. Ponieważ większość białek funkcjonuje w roztworach
wodnych, znaczenie wody i zrozumienie różnych aspektów oddziaływań w śro-
dowisku wodnym jest szczególnie ważne. Aktywność białka oraz jego konfor-
macyjna elastyczność są w dużym stopniu uwarunkowane obecnością wody.
Struktura natywnych białek jest określona przez równowagę wewnątrz- i mię-
dzymolekularnych oddziaływań pomiędzy różnymi resztami aminokwasowymi
oraz tymi resztami i molekułami wody otaczającymi białka. Ta równowaga
określa tendencję poszczególnych reszt aminokwasowych do preferowania wnę-
trza lub powierzchni białka. Może być zmieniona np. przez denaturanty czy sta-
bilizatory obecne w roztworze, jak również przez zmiany temperatury, ciśnie-
nia, pH czy siły jonowej. Ogólna struktura białek jest wtedy osłabiana lub
wzmacniana, zależnie od właściwości molekuł. Badanie tych zmian dostarcza
wartościowej informacji na temat roli rozpuszczalnika w utrzymaniu konforma-
cji natywnego białka. Krótkie omówienie oddziaływań istotnych dla stabilizacji
struktury białka oraz czynników modyfikujących ją zawarto w rozdziałach D II
i D III Dodatku.
Od dawna bada się wpływ podstawowych czynników fizycznych: temperatu-
ry i ciśnienia, na trwałość struktur białkowych. Paradoksalnie, śledzenie procesu
denaturacji, a więc niszczenia struktury białka, pozwala lepiej poznać i zrozu-
mieć oddziaływania kluczowe w procesie fałdowania białka do specyficznej dla
niego konformacji oraz istotne dla stabilizacji tej struktury. Większość zagad-
nień dyskutowanych w tej pracy skupia się wokół termicznej denaturacji białek,
a pewne aspekty denaturacji ciśnieniowej przedyskutowano w rozdziale D III
Dodatku.
Konformacja białka może być również zmieniana pod wpływem innych
czynników fizycznych, np. jonizującego promieniowania gamma (SZWEDA-
-LEWANDOWSKA et al., 1976; FESSAS et al., 1998; LEE et al., 2000; LEE, SONG,
2002; CHO, SONG, 2000; CIEŚLA et al., 2000). Autorzy niektórych prac zwracają
uwagę, że także podczas badań krystalograficznych struktury białek promienia-
mi X ulega ona zmianie, co powoduje różnice pomiędzy strukturami: natywną
i stwierdzoną na podstawie eksperymentu dyfrakcyjnego (NAVE, 1995; CARUGO,
CARUGO, 2005).
Wyniki badań mikrokalorymetrycznych prezentowane w tej pracy wykazały,
że także promieniowanie elektromagnetyczne niejonizujące z zakresu UV oraz
radiowego prowadzi do strukturalnych modyfikacji jednego z głównych białek
osocza — albuminy (MICHNIK et al., 2004 a, b, 2008).
Pomiar kalorymetryczny umożliwia bezpośrednie wyznaczenie makroskopo-
wej wielkości termodynamicznej — entalpii badanego procesu. Ze względu na
kompensację entalpowo-entropową sama wartość zmian energii swobodnej
Gibbsa (entalpii swobodnej), miary konformacyjnej stabilności białka nie jest
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wystarczająca do prawidłowego opisu termodynamiki przemiany. Znaczące
udoskonalenie aparatury kalorymetrycznej oraz pojawienie się komercyjnie do-
stępnych kalorymetrów o wysokiej czułości, np. różnicowych kalorymetrów
skaningowych DSC, charakteryzujących się czułością ułamka mikrowata, przy-
czyniło się do zastosowania metod kalorymetrycznych w badaniach przemian
zachodzących w białkach pod wpływem temperatury. Dobrej jakości mikroka-
lorymetry umożliwiają detekcję nawet stosunkowo słabych, subtelnych zmian
wywoływanych w energetyce tych przemian różnorodnymi czynnikami. Mikro-
kalorymetr VP DSC (MicroCal Co.), stosowany w badaniach, których wyniki
prezentowane są w tej pracy, należy do klasy takich wysokoczułych kaloryme-
trów, przeznaczonych do badania próbek w stanie ciekłym i w szczególności
bardzo dobrze nadaje się do badania roztworów białek.
Obecnie zgromadzono pokaźny materiał doświadczalny dotyczący badań
termicznej denaturacji białek metodą DSC. Złożoność obserwowanych prze-
mian, ich zależność od specyfiki badanych struktur białkowych, jak i wielu
czynników doświadczalnych stanowi o atrakcyjności problematyki, a jednocze-
śnie utrudnia porównywanie wyników uzyskiwanych przez różnych autorów.
W niniejszym opracowaniu ograniczono się do zaprezentowania i przedyskuto-
wania na podstawie dostępnych danych literaturowych zagadnień dotyczących
termicznych przemian albuminy. Wiele z zawartych treści ma jednak uniwersal-
ny charakter i ilustruje różnorodność oraz specyfikę problemów związanych
z analizą procesów przebiegających w roztworach białek pod wpływem wzrostu
temperatury.
Termiczne rozfałdowanie białka uważa się za przejście globalne, co ozna-
cza, że procesowi temu w określonych warunkach ulega cząsteczka jako całość,
a nie polega ono na stopniowym osłabieniu struktury ze wzrostem temperatury
(JACKSON, 2006). Dla małych białek globularnych proces ich termicznej denatu-
racji może być często rozpatrywany jako dwustanowy, na co wskazuje zgodność
entalpii kalorymetrycznej i van’t Hoffa (PRIVALOV, 1979), tzn. że w temperatu-
rach bliskich przejściu współistnieją dwa stany: natywny i rozfałdowany.
W przypadku większych białek, wielodomenowych lub złożonych z kilku pod-
jednostek, opis procesu staje się bardziej skomplikowany. Jeśli wszystkie pod-
jednostki ulegają rozfałdowaniu równocześnie, przejście nazywane jest koopera-
tywnym. Kooperatywnemu rozfałdowaniu białka złożonego z n identycznych
podjednostek towarzyszy efektywna zmiana entalpii na mol n-meru, czyli ental-
pia van’t Hoffa n razy większa od entalpii rozfałdowania pojedynczej podjed-
nostki. Entalpia van’t Hoffa określa stromość przejścia: im większa koopera-
tywność, tym większa efektywna entalpia i przejście bardziej strome.
Porównanie entalpii kalorymetrycznej i van’t Hoffa dostarcza informacji na te-
mat liczby kooperatywnych podjednostek ujawniających się podczas przejścia.
Denaturację niektórych dużych białek można opisać jako sumę procesów dena-
turacji ich składowych domen.
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Połączenie danych kalorymetrycznych z odpowiednim modelem teoretycz-
nym pozwala uzyskać informacje na poziomie molekularnym. Celem autorki tej
pracy było zaadaptowanie dostępnych modeli analizy dekonwolucyjnej danych
kalorymetrycznych, opisanych w rozdziale 4, do opisu przemian konformacyj-
nych zachodzących w cząsteczce albuminy. Śledząc doniesienia literaturowe,
można się dopatrzyć stosowania uproszczeń interpretacyjnych i niezgodności
między modelami proponowanymi do opisu procesu termicznego rozfałdowania
albuminy. Zostało to uwzględnione w dyskusji zagadnień przeanalizowanych
w niniejszej pracy.
Ważnym celem podjętych prac badawczych było wykazanie różnic w prze-
biegu procesu termicznego rozfałdowania albuminy pozbawionej kwasów tłusz-
czowych oraz nieodtłuszczonej. Problem przyłączania kwasów tłuszczowych do
albuminy był w ostatnich latach szeroko badany, co zrelacjonowano krótko
w rozdziale D I Dodatku. Konsekwencje dowiedzionych zmian konformacyj-
nych albuminy, związanych z przyłączaniem kwasów tłuszczowych (CURRY
et al., 1998; SUGIO et al., 1999; BHATTACHARYA et al., 2000), nie zostały jeszcze
dostatecznie poznane. W bieżącej pracy dużo uwagi poświęcono dyskusji na te-
mat odmiennych reakcji obydwu form albuminy na działanie stosowanych
czynników fizykochemicznych. Na osiągnięcie tego celu złożyło się kilka po-
średnich zadań badawczych: charakterystyka termicznego rozfałdowania albu-
miny odtłuszczonej i zawierającej kwasy tłuszczowe w roztworach wodnych
oraz w roztworach etanolu, zbadanie różnic w wiązaniu etanolu oraz porówna-
nie wpływu promieniowania UV na różniące się zawartością kwasów tłuszczo-
wych formy albuminy.
Aby uwiarygodnić wnioski płynące z porównania wyznaczonych para-
metrów termodynamicznych oraz obserwowanych tendencji ich zmian, prze-
prowadzono analizę statystyczną prezentowanych wyników w programie
STATISTICA 7.0 (Dodatek D V).
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1.  Białka:  konformacja,  pojemność  cieplna
1.1.  Stan  konformacyjny  białka
Natywna struktura białka reprezentuje równowagę energetyczną różnego
typu oddziaływań między grupami (fragmentami) makromolekuły oraz między
tymi grupami i otaczającym środowiskiem, zwykle wodą. Forma natywna
białka ma konformację najbardziej stabilną energetycznie. Należy zdawać sobie
sprawę z tego, że opisanie stanu natywnego jako posiadającego jedną konfor-
mację jest uproszczeniem. Bardziej realistyczne wyobrażenie tego stanu to ze-
staw (klaster) strukturalnie podobnych konformacji lub stan globalny,
mieszczący w sobie małą, ale znaczącą liczbę mikrostanów.
Opisując stan konformacyjny białka w języku mechaniki statystycznej, moż-
na założyć, że mikrostan ma konformację, która jest zdefiniowana z dużymi
szczegółami, tzn. że mogą być znane pozycje wszystkich atomów makromole-
kuły i kąty wszystkich rotujących wiązań. Mikrostany przekształcają się gwał-
townie i stan globalny odzwierciedla średnie zachowanie się tych mikrostanów.
Energię swobodną Gibbsa G (entalpię swobodną) układu zawierającego N
niezależnych molekuł można wyrazić jako:
(1.1)G kT ln( ),QN
gdzie: Q jest sumą statystyczną (funkcją podziału), kT jest iloczynem stałej
Boltzmanna i temperatury. Q jest sumą statystyczną po zbiorze mikrostanów
włączonych w jeden stan globalny:
(1.2)Q e E kT
i
n
i
GS
  / ,
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gdzie: Ei jest energią i-tego mikrostanu, a e
E kTi / jest jego wagą boltzman-
nowską. Skupiając się na jednym szczególnym stanie globalnym, ograniczymy
tę sumę do wybranego podzbioru lub podzespołu mikrostanów, nazwanego GS.
Całkowitą liczbę mikrostanów w ramach danego stanu globalnego oznacza nGS.
Prawdopodobieństwo znalezienia danego mikrostanu j o energii Ej wśród
wszystkich możliwych mikrostanów danego stanu globalnego wynosi:
(1.3)P j
e
e
E kT
E kT
i
n
j
i
GS
( ) .
/
/



Definicja mikrostanu jest bardzo płynna i może być rozszerzona. Na przy-
kład każdy mikrostan ma entropię wynikającą z nieuporządkowania związanego
z efektem wibracji wiązania. Biorąc to pod uwagę, musimy rozszerzyć sumę
w równaniu (1.2), tak by zawierała wibracyjne poziomy energii. Dodatkowo,
mikrostany białka mogą być rozróżnialne przez różne pozycje i orientacje ota-
czających cząsteczek wody i, prawdopodobnie, także jonów w roztworze. Jeśli
te wkłady są włączone w równaniu (1.2), to energia swobodna Gibbsa w równa-
niu (1.1) będzie dokładniejsza.
Alternatywnym sposobem myślenia o funkcji podziału stanu globalnego
jest uznanie dyskretnych stanów w równaniu (1.2) za continuum. Suma staje
się wtedy całką po obszarze wszystkich wewnętrznych współrzędnych mole-
kuły
(1.4)Q e dE r kT
GS
  ( ) / ,r
gdzie: r jest wektorem zawierającym pozycje wszystkich atomów, E(r) zaś jest
energią potencjalną molekuły jako funkcji tych położeń.
Należy zauważyć, że równania (1.2) i (1.4) pomijają wkłady pochodzące od
energii kinetycznej. W fizyce klasycznej (gdy nie rozpatrujemy efektów kwanto-
wo-mechanicznych) nie ma to znaczenia, ponieważ każdy atom ma średnią
energię kinetyczną 3/2 kT. Tak samo jest w przypadku wszystkich mikrosta-
nów. Efekty kwantowe są ważne dla silnych wiązań kowalencyjnych. Jednak
podczas rozważanych w tej pracy przejść, związanych z termiczną denaturacją
białka, wiązania kowalencyjne nie są zrywane.
Aby wyliczyć całkowitą energię potencjalną białka w szczególnej konfigura-
cji, należy zapisać wkłady od poszczególnych oddziaływań w funkcji pozycji
wszystkich atomów:
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wiązania kąty wiązań
(1.5)   c
q
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j
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Pierwszy człon reprezentuje energię rozciągania wszystkich kowalencyjnych
wiązań w białku; a są stałymi siłowymi dla wiązań, xi0 jest długością wiąza-
nia, dla którego energia rozciągania osiąga minimum. Drugi człon reprezentuje
energię zginania wszystkich wiązań, a b i i0 mają znaczenie analogiczne do
odpowiednich parametrów z pierwszej sumy. Trzeci człon reprezentuje po-
tencjały rotacyjne kątów dwuściennych z parametrami zdefiniowanymi jak
w dwóch pierwszych sumach. Czwarta suma jest dla oddziaływań elektrosta-
tycznych ze stałą dielektryczną , która zależy od pozycji w białku. Piąty człon
reprezentuje niewiążące oddziaływania opisane potencjałem Lenarda—Jonesa.
Teoretycznie zatem można znaleźć strukturę stanu natywnego, minimali-
zując energię potencjalną, która jest wyrażona wzorem (1.5). Różnica energii
między dwoma różnymi minimami lokalnymi określa względną stabilność
dwóch stanów globalnych. Poważnym problemem jest jednak długi czas obli-
czeń, który rośnie eksponencjalnie z rozmiarem molekuły. Nawet dla małych
białek zadanie to jest niewykonalne z wykorzystaniem dostępnych obecnie kom-
puterów (JACKSON, 2006).
Innym problemem jest ograniczona dokładność każdego z członów funkcji
energii potencjalnej. Trudno jest np. wyliczyć dokładnie człony elektrostatycz-
ne, ponieważ stała dielektryczna zależy od pozycji i rzadko jest znana z lepszą
dokładnością niż 2. Słabo zrozumiałe są środowiskowe zależności innych od-
działywań. Ostatecznie, błąd może być większy niż różnice energii pomiędzy
wieloma minimami lokalnymi w tej funkcji energii potencjalnej.
1.2.  Pojemność  cieplna  białek
Pojemność cieplna wyraża się stosunkiem ilości ciepła pobranego przez
ciało do wywołanej w wyniku tego zmiany temperatury. W warunkach izoba-
rycznych można ją wyznaczyć z temperaturowych zmian entalpii H:
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C
dH
dTp
 . (1.6)
Doświadczalnie właściwa pojemność cieplna jest energią cieplną, Q, wy-
maganą do spowodowania wzrostu temperatury jednostkowej masy substancji
o 1 K. Zgodnie z zaleceniami IUPAC, jest ona wyrażana w JK–1g–1, natomiast
molowa pojemność cieplna jest wyrażona w JK–1mol–1. Inne powszechnie uży-
wane na określenie pojemności cieplnej wyrażenia to:
(1.7)C T
dS
dT
T
d G
dT
H
kT
S
kp
   2
2
2
2
2
2 
,
gdzie: S — entropia, G — energia swobodna Gibbsa, X 2 — średni kwadrat
fluktuacji wielkości X. Analogiczne równania można napisać dla Cp, podsta-
wiając zamiast H, S i G ich zmiany, czyli H, S, G.
Całkowita pojemność cieplna, Cp, roztworu przy stałym ciśnieniu, p, może
być wyrażona przez pozorną pojemność cieplną, Cp,Φi, oraz stężenie wi każdego
z N składników następująco:
(1.8)C C wp p i
i
N
i
 

 , .
1
Pozorna pojemność cieplna i-tego składnika, Cp,Φi, jest zdefiniowana jako
zmiana całkowitej pojemności cieplnej na jednostkę masy przy dodaniu skoń-
czonej ilości składnika i w stałej temperaturze i przy stałych stężeniach wszyst-
kich pozostałych składników wi:
(1.9)C
C
wp
p
i T w
i
i
,
,
( ). 
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Można ją uzyskać przez pomiar pojemności cieplnej serii roztworów, w których
tylko stężenie i-tego składnika jest zmienione. Zarówno pojemności cieplne roz-
tworów, jak i rozpuszczalnika wykreśla się względem wi. Nachylenie linii pro-
stej między pojemnościami cieplnymi rozpuszczalnika i roztworu odpowiada
wtedy pozornej pojemności cieplnej i-tego składnika. Wartość graniczna przy
wi0 jest uznawana za cząstkową pojemność cieplną C
0
p,Φi składnika i:
(1.10)C C
C
wp w p w
p
i T w
i i
i
, ,
,
. 
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W konsekwencji pozorna pojemność cieplna przy danym stężeniu substancji
rozpuszczonej, wi, i cząstkowa pojemność cieplna są powiązane równaniem:
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(1.11)C C
C
w
wp p
p
i
ii i
i
, ,
,
. 

  0


Przy niskich stężeniach (rzędu 10–2—10–3M) człon


C
w
w
p
i
i
i,
 jest bliski zeru,
a pozorna i cząstkowa pojemność cieplna mają taką samą wartość (MAK-
HATADZE, 1998).
Prowadząc badania temperaturowych zmian pojemności cieplnej białka
w roztworze w celu wyznaczenia cząstkowej właściwej pojemności cieplnej
białka Cp,b(T), należy uwzględnić również cząstkową właściwą pojemność
cieplną rozpuszczalnika Cp,solv(T). Mamy (JELESAROV, BOSSHARD, 1999;
PRIVALOV, POTEKHIN, 1986; ZIELENKIEWICZ, 2003):
(1.12)C T C
v
v
C
mp b p
solv b
solv
p
sol solv
b
, ( ) , 

gdzie:  C Cp
sol solv
p
sol  —C p
solv jest różnicą pojemności cieplnej między roz-
tworem i rozpuszczalnikiem, v b i v solv są cząstkowymi objętościami właściwymi
odpowiednio białka i rozpuszczalnika, a mb jest masą białka.
J.M. STURTEVANT (1977) wyodrębnił sześć możliwych źródeł dużych zmian
pojemności cieplnej i entropii obserwowanych dla procesów zachodzących
z udziałem białek. Są to:
— efekt hydrofobowy,
— ładunki elektrostatyczne,
— wiązania wodorowe,
— entropia konformacyjna,
— wibracje wewnątrzcząsteczkowe,
— zmiany w równowadze pomiędzy stanami,
przy czym szczególne znaczenie mają efekty konformacyjne, hydrofobowe oraz
wibracyjne.
Ogólnie wkłady do zmian Cp przy denaturacji można podzielić na te po-
chodzące od oddziaływań białko — białko oraz związane z hydratacją:
(1.13)
   C Cp p p  
białko — białko białko — rozpuszczalnik 	C prozpuszczalnik — rozpuszczalnik 
  C Cp p
białko — białko hydratacji .
Stwierdzono, że cząstkowa pojemność cieplna białka w stanie zdenaturowanym
jest większa niż w stanie natywnym. Zmiany pojemności cieplnej białka spowo-
dowane są przede wszystkim hydratacją polarnych i niepolarnych grup znaj-
dujących się wewnątrz makromolekuły w stanie natywnym, a odsłoniętych na
działanie rozpuszczalnika (wody) podczas denaturacji (MAKHATADZE, PRIVALOV,
172 — Mikrokalorymetryczne...
1995; MAKHATADZE, 1998; PRIVALOV, MAKHATADZE, 1990; DILL, 1990; MURPHY
et al., 1990, 1991). Potwierdzono eksperymentalnie poprzez podstawienia od-
powiednich aminokwasów, że „zagrzebaniu” grup polarnych i niepolarnych
w białku towarzyszą zmiany pojemności cieplnej Cp przeciwnych znaków:
ujemna — niepolarnym, dodatnia — polarnym (LOLADZE et al., 2001). Wkłady
wszystkich innych czynników, takich jak: wzrost swobody konfiguracyjnej,
zniszczenie wiązań wewnętrznych, efekty elektrostatyczne i inne nie przekra-
czają prawdopodobnie 15% całkowitej zmiany pojemności cieplnej białka przy
denaturacji (MAKHATADZE, 1998). Wielkość obydwu członów równania (1.13)
i ich udział we wzroście Cp przy rozfałdowaniu białka jest nadal dyskutowany
(PRABHU, SHARP, 2005).
P.L. PRIVALOV i G.I. MAKHATADZE (1990, 1995) wykazali, że pojemność
cieplną białka w stanie rozfałdowanym (Cp,U) można wyliczyć z dobrą dokład-
nością, znając sekwencję aminokwasową. Jeśli wszystkie grupy składowe mają
kontakt z wodą, to Cp,U można wyliczyć, sumując wkłady od poszczególnych
łańcuchów bocznych aminokwasów i szkieletu peptydowego:
(1.14) C n C N C C Cp U i p i
i
AA p bb p p, , , , ,
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Indeks i odnosi się do 20 aminokwasów, ni jest liczbą aminokwasów typu i,
Cp,i — molową pojemnością cieplną tego typu łańcucha bocznego, NAA —
liczbą aminokwasów w białku, Cp,bb — pojemnością cieplną jednostki szkieletu
peptydowego (-CHCONH-), Cp,NH2 — pojemnością cieplną reszt aminowych,
Cp,COOH — pojemnością cieplną reszt karboksylowych.
Jeśli eksperymentalnie zmierzona wartość pojemności cieplnej białka zdena-
turowanego (po sfinalizowaniu przejścia związanego z procesem denaturacji)
jest mniejsza niż wyliczona na podstawie sekwencji aminokwasowej wartość
Cp,U, uzyskujemy informację, iż zdenaturowane białko ma pewną resztową
strukturę, tzn. że łańcuch polipeptydowy nie jest całkowicie rozfałdowany
(JELESAROV, BOSSHARD, 1999).
Należy pamiętać, że pojemności cieplne: Cp,i, Cp,bb, Cp,NH2, Cp,COOH są funk-
cjami temperatury. Nieliniową funkcją temperatury jest Cp,U, natomiast pojem-
ność cieplna białka w stanie natywnym (Cp,N) jest liniową funkcją temperatury
(w zakresie eksperymentalnym, w którym ponad 99% białka jest w stanie na-
tywnym). W tym zakresie pojemność cieplna stanu natywnego (jeśli znormali-
zuje się ją, uwzględniając wagę molekuły) jest bardzo podobna do wszystkich
białek (LADBURY, CHOWDHRY, 1998). Z powodu krzywizny Cp,U i liniowości Cp,N
wartość Cp maleje w wyższych temperaturach, ale jest to efekt niewielki.
W celach praktycznych przy wyznaczaniu zmian entalpii w zakresie temperatur
0—80°C zwykle przyjmuje się stałą wartość Cp.
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Istnieją semiempiryczne metody wyznaczania Cp. Stwierdzono, że różnica
pojemności cieplnej między stanami: rozfałdowanym i natywnym jest wprost
proporcjonalna do zmiany w dostępności powierzchni polarnej i niepolarnej
(w literaturze anglojęzycznej od accessible surface area wprowadzono parametr
ASA) na działanie rozpuszczalnika (FREIRE, 1994; MAKHATADZE, PRIVALOV,
1995; LADBURY, CHOWDHRY, 1998)
(1.15)    C C A C Ap p ap ap p pol pol , ,
0 0 ,
gdzie: C p ap,
0 i C p pol,
0 są elementarnymi wkładami: niepolarnym i polarnym
(wyrażonymi w J(K mol)–1 na Å2 powierzchni), natomiast Aap, Apol — różni-
cami między dostępnymi dla rozpuszczalnika powierzchniami niepolarnymi
i polarnymi w obydwu stanach.
Praktycznie brak dotychczas modeli fizycznych i metod symulacji stosu-
jących podejście na poziomie atomowym, które pozwoliłyby na wyliczenie
wkładów do zmian pojemności cieplnej całej makromolekuły białka (PRABHU,
SHARP, 2005).
Zmiana pojemności cieplnej podczas denaturacji białka jest kluczowym pa-
rametrem do wyznaczenia termodynamicznej trwałości białek globularnych. Jej
wartość określa krzywiznę temperaturowej zależności energii Gibbsa (PRIVALOV,
1979) i stanowi podstawę istnienia zimnej denaturacji danego białka (FRANKS,
1995).
2*
2.  Albumina  —  struktura  i  funkcje
Albumina stanowi około 60% masy wszystkich białek osocza, typowe jej
stężenie w krwiobiegu wynosi ~45 mg/mL. Jest białkiem transportującym endo-
genne i egzogenne ligandy: kwasy tłuszczowe, bilirubinę, steroidy, hormony,
jony, leki i ich metabolity. Działa buforująco na stężenie swobodnych leków,
utrzymuje ciśnienie osmotyczne, odgrywa ważną rolę w procesie koagulacji,
oczyszcza organizm z endogennych toksyn (PETERS, 1985; CARTER, HO, 1994;
KRAGH-HANSEN et al., 2002; SONI, MARGARSON, 2004).
Albumina surowicy krwi ludzkiej (HSA — human serum albumin) jest po-
jedynczym, 66,5 kD monomerycznym polipeptydem zawierającym 585 reszt
aminokwasowych i 17 mostków dwusiarczkowych. Ma specyficzny skład ami-
nokwasowy: niską zawartość metioniny (Met), glicyny (Gly), izoleucyny (Ile),
a wysoką jonowych reszt kwasu glutaminowego (Glu) i lizyny (Lys), co ułatwia
wiązanie anionowych i kationowych ligandów. Obecność tylko jednego trypto-
fanu Trp (214) umożliwia badania z wykorzystaniem znaczników fluorescencyj-
nych. Około 67% struktury drugorzędowej albuminy stanowi -helisa, 10%
-zgięcie, brak struktury -kartki, 23% to rozciągnięty łańcuch.
Badania krystalograficzne HSA, najpierw z rozdzielczością 2,8 Å, a następ-
nie 2,5 Å ujawniły, że albumina ma asymetryczny, sercopodobny kształt (80 Å
z boku, średnia grubość 30 Å, objętość 88 249 Å3) (HE, CARTER, 1992; CARTER,
HO, 1994; CURRY et al., 1998; SUGIO et al., 1999; BHATTACHARYA et al., 2000).
Strukturę albuminy ilustruje rys. 1.
Z hydrodynamicznego punktu widzenia cząsteczka ta może być traktowana
jako wydłużona elipsoida obrotowa o półosiach a = 7,5 nm i b = 1,9 nm, która
pokryta jest nierównomiernie dwiema warstwami cząsteczek wody. Warstwa
hydratacyjna zwiększa efektywnie długość półosi cząsteczki do ah = 8,2 nm
i bh = 2,1 nm, ale pozostawia na prawie niezmienionym poziomie jej stosunek
półosi (MONKOS, 2004). Stwierdzono, że konformacja HSA obserwowana w for-
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Rys. 1. Struktura HSA i lokalizacja miejsc wiążących kwasy tluszczowe
A) natywna struktura HSA, B) struktura HSA po przyłączeniu cząsteczek kwasu tetradekanowego
(mirystynowego) (BHATTACHARYA et al., 2000)
mie krystalicznej jest także prawdopodobną konformacją BSA i HSA w roz-
tworze o obojętnym pH (FERRER et al., 2001).
Albumina ma trzy homologiczne -helikalne domeny, z których każda za-
wiera 10 helis: 6 tworzy subdomenę A, 4 — subdomenę B. Domeny zostały po-
numerowane jako I, II, III, licząc od końca aminowego (rys. 1A). Klasyfikacja
strukturalna jest także klasyfikacją funkcjonalną, ponieważ poszczególne dome-
ny odpowiadają za różne własności wiążące.
Pionierskie prace Sudlova (z lat 1975, 1976), z wykorzystaniem znaczników
fluorescencyjnych, pozwoliły na zidentyfikowanie dwóch miejsc wiążących leki.
Zgodnie z nomenklaturą Sudlowa, 1. miejsce ulokowane jest w subdomenie IIA,
a 2. w subdomenie IIIA. Wyniki wielu badań potwierdziły, że główne obszary
wiążące w HSA są ulokowane w hydrofobowych subdomenach IIA i IIIA (HE,
CARTER, 1992; HO et al., 1993). Stwierdzono mieszany: elektrostatyczno-hydro-
fobowy charakter miejsca wiążącego w subdomenie IIA. Dzięki ulokowaniu re-
aktywnych reszt (swobodnej Cys34, Lys195, Lys199, Tyr411) w subdomenach
IIA/IIIA, HSA wiąże różne substraty kowalencyjnie. Subdomena IB uczestniczy
w kowalencyjnym wiązaniu ligandów przez His146, Lys137 i Asp187/Glu188.
S. CURRY et al. (1998) wykazali miejsce wiążące leki (sąsiadujące z miejscem
wiążącym kwasy tłuszczowe) w subdomenie IA. GHUMAN et al. (2005) przeana-
lizowali strukturę kompleksów HSA z różnymi lekami. Wykazali, że wiązanie
kwasów tłuszczowych powoduje zmianę polarności i objętości miejsca
wiążącego 1.
Zebrany bardzo pokaźny materiał doświadczalny na temat wiązania wielu
różnych leków do albuminy, charakterystyki miejsc wiążących, efektów kompety-
cyjnych i ich konsekwencji farmakokinetycznych ma cenne aspekty praktyczne
(DOCKAL et al., 1999, 2000 b; KRAGH-HANSEN et al., 1981, 2002; BERTUCCI,
DOMENICI, 2002; CUI et al., 2004; BOCEDI et al., 2004; MAHESHA et al., 2006;
SUŁKOWSKA et al., 2004—2007; TRYNDA-LEMIESZ, KOZŁOWSKI, 1996; TRYNDA-LE-
MIESZ et al., 2000, 2004; TRYNDA-LEMIESZ 2004). Kontrowersyjnym, nierozwiąza-
nym problemem pozostaje rozstrzygnięcie, czy miejsca wiążące leki są utworzo-
ne wcześniej, czy formują się w trakcie wiązania poszczególnych związków.
Stwierdzono istnienie różnych form izomerycznych albuminy, których wy-
stępowanie uwarunkowane jest między innymi takimi właściwościami środowi-
ska, jak pH i siła jonowa (PETERS, 1985; CARTER, HO, 1994). Trwają badania
nad preparatyką stabilnych w określonych warunkach izoform albuminy w celu
dokładnego ich scharakteryzowania w związku z poszukiwaniem odpowiedzi na
pytanie, czy pełnią one specyficzne funkcje in vivo (GABALDON, 2002). Mogą
być także pomocne w wyjaśnieniu anomalnych zachowań pewnych albumin,
przejawiających aktywność prokoagulacyjną i prozapalną (FAUCETTE et al.,
1992; ZUNIGA et al., 1997).
Molekuła albuminy nie jest statyczna, lecz elastyczna, zmieniająca swój
kształt. Dynamiczne własności miejsc wiążących w albuminie były ostatnio ba-
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dane (ARTALI et al., 2005) w ramach dynamiki molekularnej z zastosowaniem
symulacji z czasem ewolucji 2,0 ns. Analiza fluktuacji reszt aminokwasowych
wykazała, że są one największe dla subdomen IIB i IIIB, a najmniejsze dla IIA
i IIIA. Jest to zaskakujące, biorąc pod uwagę fakt, że główne obszary wiążące
znajdują się w subdomenach IIA i IIIA. W przypadku subdomeny IIA fluktua-
cje okazały się statystycznie istotne tylko dla -helis IIA-h1 i IIA-h3. W przy-
padku subdomeny IIIA tylko -helisa IIIA-h4 wykazuje zauważalne fluktuacje.
Stwierdzono, że główna zmienność łańcucha molekuły albuminy dotyczy ob-
szaru C-końca (okolice subdomeny IIIB), natomiast ruchliwość N-końca (okoli-
ce subdomeny IA) jest mniejsza.
3.  Badania  DSC  białek
3.1.  Termiczne  rozfałdowanie  białka
Różnicowa kalorymetria skaningowa (DSC) jest powszechnie stosowana
w badaniach przejść fazowych i zmian konformacyjnych w układach biologicz-
nych: białkach, kwasach nukleinowych, lipidach. W ostatnim dwudziestoleciu
ukazało się wiele prac przeglądowych poświęconych tej tematyce (STURTEVANT,
1996; PRIVALOV, 1997; PRIVALOV, DRAGAN, 2007; COOPER, 1999; ZIELENKIEWICZ,
2000, 2003), sprecyzowano także wymagania stawiane procedurom prowadze-
nia pomiarów kalorymetrycznych, kalibracji oraz prezentacji wyników (GMELIN,
SARGE, 2000; HINZ, SCHWARZ, 2001; DELLA GATTA et al., 2006). Intensywny
rozwój metod kalorymetrycznych spowodował pojawienie się komercyjnie do-
stępnych, wysokoczułych kalorymetrów, co miało szczególne znaczenie w bada-
niach białek.
Kalorymetria nie dostarcza informacji o konformacjach przyjmowanych
przez molekułę białka. Idea, że sygnał DSC reprezentuje np. termiczne roz-
fałdowanie białka, powstała dzięki zastosowaniu innych technik. Jednakże ka-
lorymetria pozwala śledzić przejście jednego konformeru w inny, ponieważ
związane jest ono ze zniszczeniem licznych słabych sił międzycząsteczkowych,
co zapewnia mierzalną zmianę entalpii.
Wielkość różnicy w entalpii między jednym a drugim stanem konformacyj-
nym określa szybkość, z jaką zachodzą pod wpływem temperatury zmiany mię-
dzy stanami konformacyjnymi. Informuje o tym równanie Gibbsa—Helmholtza:
(3.1)
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Kiedy rośnie temperatura wodnego roztworu białka, pewne molekularne
konformacje stają się niekorzystne, ponieważ wzrasta ich energia Gibbsa. Może
to być związane z niekorzystnymi wkładami entalpowymi lub entropowymi.
Przyjmowane są inne konformacje, które zmniejszają energię Gibbsa układu.
Różnicowa kalorymetria skaningowa (DSC) umożliwia otrzymywanie da-
nych dotyczących termodynamiki rozfałdowania białek globularnych (GRIKO
et al., 1995; PRIVALOV, 1997). Pozwala ona na bezpośrednie wyznaczenie para-
metrów termodynamicznych określających trwałość termiczną badanych białek,
a więc temperatury denaturacji, entalpii, a na tej podstawie entropii oraz energii
swobodnej Gibbsa przemian konformacyjnych. Dużą zaletą kalorymetrii jest to,
że entalpia i temperatura są skoniugowanymi parametrami termodynamicznymi
(ekstensywnym i intensywnym, specyfikującymi układ), których zależność
funkcyjna zawiera wszystkie informacje o stanach układu obecnych w rozwa-
żanym zakresie temperaturowym (FREIRE, BILTONEN, 1978 a, b; FREIRE, 1994).
W pomiarach DSC mierzy się temperaturowe różnice między próbką
a wzorcem w funkcji temperatury T. Dokładniej, mierzona jest moc P potrzebna
do utrzymania zerowej różnicy temperatur między próbką i wzorcem przy linio-
wym wzroście temperatury. Moc jest przekształcana na pozorną molową nad-
miarową pojemność cieplną Cp zgodnie z równaniem:
(3.2)C
P
mp
	

,
gdzie:  = dT/dt jest szybkością skanowania, m jest liczbą moli białka w prób-
ce.
Kalorymetrycznie mierzona różnica pojemności cieplnej między roztworem
białka i rozpuszczalnikiem pozwala na wyznaczenie cząstkowych właściwych
pojemności cieplnych białka jako funkcji temperatury (równanie (1.12)). Ze
względu na bardzo małe stężenia białka (poniżej 10–4 M) w pomiarach mikro-
kalorymetrycznych pozorne molowe pojemności cieplne są często prezentowane
jako cząstkowe molowe pojemności cieplne (ZIELENKIEWICZ, 2003).
Rysunek 2 przedstawia typową krzywą DSC dla procesu termicznej denatu-
racji białka w zakresie temperatur od T1 do T2. Temperatura Tm, w której wystę-
puje maksimum w Cp może być przyjęta jako temperatura denaturacji białka
Td. Cząstkową molową pojemność cieplną natywnego białka Cp,N można przy-
bliżyć funkcją liniową (kreskowana linia na rys. 2), a zdenaturowanego Cp,D
potęgową, np. kwadratową (linia „kreska — kropka” na rys. 2). Zmiana pojem-
ności cieplnej towarzysząca denaturacji C p
den 	 Cp,D(T) — Cp,N(T) jest zwy-
kle dodatnia, ponieważ białko zdenaturowane ma większą pojemność cieplną
niż natywne (JELESAROV, BOSSHARD, 1999). Dla białek globularnych mieści się
najczęściej w przedziale wartości 0,3—0,7 JK–1g–1. Dodatnia wartość C p
den jest
głównie konsekwencją efektów hydratacyjnych zdominowanych przez hydratację
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grup niepolarnych, eksponowanych na działanie rozpuszczalnika po zniszczeniu
zwartej, zwiniętej konformacji białka.
Nadmiarowa cząstkowa pojemność cieplna, zdefiniowana jako
(3.3)C C Cp p p N	 
 , ,
może być podzielona na dwie składowe:
(3.4)C C Cp p p	  
int trs .
Pierwsza z nich, wewnętrzna nadmiarowa pojemność cieplna, C p
int , stano-
wi sumę wkładów od wszystkich stanów obecnych podczas realizacji przejścia
ze stanu natywnego do zdenaturowanego. Druga, C p
trs , ma swoje źródło we
wzroście fluktuacji układu, kiedy białko przechodzi pomiędzy stanami o różnej
entalpii w trakcie termicznej denaturacji. Ta składowa, nazywana nadmiarową
pojemnością cieplną przejścia, jest zwykle znacznie większa niż C p
int , co po-
kazano na rys. 2 dla temperatury Tx. Aby wyznaczyć C p
int , należy dokonać
ekstrapolacji funkcji Cp,N(T) i Cp,D(T) do obszaru przejścia (pomiędzy tem-
peraturami T1 i T2) proporcjonalnie do postępu przejścia (linia kropkowana na
rys. 2).
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Rys. 2. Ilustracja typowej krzywej DSC białka podlegającego termicznej denaturacji (opracowanie
własne wg: JELESAROV, BOSSHARD, 1999)
Temperatura [°C]
T1 Tm Tx T2
Cp
den

C
p

Cp
trs
Cp
int
Nadmiarowa entalpia termicznej denaturacji Hden jest polem pod funkcją
nadmiarowej pojemności cieplnej przejścia (C p
trs )
(3.5)H C dTp
T
T
den
trs 
1
2
,
granice całkowania T1 i T2 są temperaturami, w których prawie wszystkie mole-
kuły są odpowiednio w stanach: początkowym i końcowym (pole piku nad linią
kropkowaną na rys. 2). Tak wyznaczona zmiana entalpii jest nazywana entalpią
kalorymetryczną przejścia Hcal.
Nadmiarową entropię denaturacji wyznacza się jako:
(3.6)S C d Tp
T
T
den
trs ln 
1
2
.
Analiza funkcji Cp uzyskanej w pojedynczym eksperymencie DSC zatem
pozwala opisać termodynamikę rozfałdowania białka globularnego. Jednakże
różnica pomiędzy ekstrapolowanymi fragmentami linii bazowej przed i po
przejściu wyznaczona w temperaturze przejścia jest tylko przybliżoną wartością
zmiany pojemności cieplnej dla przejścia. Praktycznie trudno jest otrzymać do-
bre dane dotyczące C p
den z przesunięcia linii bazowej. Wartość tę wyznacza się
w związku z tym z wykresu zależności H przejścia jako funkcji temperatury
przejścia (z nachylenia linii), którą można uzyskać np. przez zmianę pH
wpływającą na temperaturę denaturacji.
Oprócz Tm jako charakterystyczne temperatury denaturacji Td przyjmuje się:
1. T1/2 — temperaturę, w której po 50% populacji białka jest odpowiednio
w stanie natywnym i rozfałdowanym.
2. TG — temperaturę, w której zmiana standardowej molowej energii Gibbsa
dla przejścia (G) jest równa zeru.
Należy zwrócić uwagę, że te trzy temperatury zbiegają się tylko dla przejść
dwustanowych o stechiometrii 1:1, tj. N  U.
Stwierdzono, że przejścia termicznego rozfałdowania wielu białek globular-
nych można traktować jako procesy dwustanowe. Pokazano, że przejścia
związane z odwracalną termiczną denaturacją rybonukleazy, lizozymu, chy-
motrypsyny, cytochromu c i mioglobiny mogą być opisane jako proces dwusta-
nowy z odchyleniem nieprzekraczającym 5% (KHECHINASHVILI et al., 1973;
PRIVALOV, 1997).
Dla odwracalnego przejścia dwustanowego
(3.7)N  U
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stała równowagi K wynosi:
(3.8)K = [U]/[N],
gdzie: [U] i [N] są stężeniami białka w stanach: rozfałdowanym U i natyw-
nym N.
W danej temperaturze frakcje molekuł w stanie natywnym (fN) i zdenaturo-
wanym (fU) wynoszą:
(3.9)f f
N
N U KN U
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N U
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Entalpia rozważanego układu termodynamicznego w danej temperaturze
może być wyrażona jako:
(3.11)H T f H f H H f H H H f H TN N U U N U U N N U d( ) ( ) ( ),	  	  
 	  
0
gdzie: HN i HU są entalpiami stanów: natywnego i zdenaturowanego. Wybie-
rając stan natywny jako referencyjny, otrzymuje się entalpię nadmiarową jako:
(3.12) H T f H TU d
0 0( ) ( ),	
skąd po zróżniczkowaniu mamy:
(3.13)
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Równanie to umożliwia sprawdzenie zgodności doświadczalnych krzywych
DSC z teoretycznymi, uzyskanymi na podstawie parametrów termodynamicz-
nych wyznaczonych z założonego modelu przejścia.
Biorąc pod uwagę zależność pomiędzy zmianą energii swobodnej Gibbsa
a stałą równowagi przy przejściu ze stanu N do U w warunkach równowagi:
(3.14)G RT
N
RT K0 	
 	
ln
[ ]
ln
U
[ ]
,
oraz równanie Gibbsa—Helmholtza, uzyskujemy:
(3.15)


ln([ ] / [ ])
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U N
T
H
RT
	
 0
2
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Jest to równanie van’t Hoffa, które pozwala na zinterpretowanie temperaturo-
wej zależności równowagi pomiędzy dwoma stanami globalnymi. Nachylenie wy-
kresu ln([U]/[N]) względem temperatury może być użyte do określenia H0. Wy-
znaczona w ten sposób entalpia określana jest jako entalpia van’t Hoffa, H vH
0 .
Podobnie, startując z zależności:
(3.16)


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 ,
mamy:
(3.17)
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
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.	 0
Wybierając to równanie do analizy przejścia termicznego, z nachylenia
otrzymamy wartość zmiany entropii S0. Ponieważ H0 = T1/2S
0, wielkości:
T1/2, H
0, S0 nie zmieniają się niezależnie. Specyfikacja dowolnych dwóch
określa trzecią z nich.
Uwzględniając zależność wartości H0 i S0 od temperatury, mamy
(3.18)G0(T) = H0(T) – TS0(T).
Temperaturowa zależność H0 i S0 jest określona przez zmianę pojemno-
ści cieplnej C p
0 pomiędzy stanem rozfałdowanym i natywnym.
(3.19)G0(T) = H0(TR)C dTp
T
T
R
0 ,
(3.20)S0(T) = H0(TR)/TRC d Tp
T
T
R
0 ln .
Dodatnia zmiana pojemności cieplnej odzwierciedla fakt, że ilość ciepła wy-
maganego do zwiększenia temperatury roztworu białka rozfałdowanego jest
większa niż dla białka sfałdowanego o tym samym stężeniu. Jeśli wartość C p
0
słabo zależy od temperatury, to założenie o jej stałości nie prowadzi do
znaczących błędów w określeniu innych parametrów (PRIVALOV, GILL, 1988),
G0 można zatem przedstawić jako:
(3.21)
    G T H T C T T T S T C T TR p R R p R
0 0 0 0 0( ) [ ( ) ( )] [ ( ) ( / )	  
 
  ln ]	
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  H T T S T C T T T T TR R p R R
0 0 0( ) ( ) [( ) ( / )],ln
gdzie TR jest dogodnie wybraną temperaturą odniesienia.
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Gdy TR jest równe T1/2, wtedy G
0 jest równa zero, a S0 = H0/T1/2.
(3.22)  G T H T
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0 0
1 2
1 2
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Równanie to jest nazywane zmodyfikowanym równaniem Gibbsa—Helm-
holtza. Dzieląc je obustronnie przez –RT, uzyskujemy zależność lnK od T. Rów-
nanie to może służyć do wyznaczenia wartości: T1/2, H(T1/2) i C p
0 przez do-
pasowanie do niego danych doświadczalnych. Należy zauważyć jednakże, że
takie dopasowanie zakłada, że wartości doświadczalne są prawdziwą miarą K,
co jest prawdą wtedy, gdy nie występują stabilne stany pośrednie.
W przypadku wielu białek proces rozfałdowania jest bardziej złożony i nie
można go uznać za dwustanowy (MATEO, PRIVALOV, 1981; PRIVALOV, 1982;
PRIVALOV, DRAGAN, 2007). Z porównania entalpii van’t Hoffa (HvH) i kalory-
metrycznej (Hcal) można wnioskować o istnieniu stanów pośrednich w pro-
cesie rozfałdowania (FREIRE, 1994; PRIVALOV, 1996). Na podstawie analizy
dekonwolucyjnej danych DSC można także uzyskać charakterystyki termodyna-
miczne tych stanów (FREIRE, BILTONEN, 1978 a, b; PRIVALOV, POTEKHIN, 1986;
FREIRE, 1994).
Dla kooperatywnego przejścia dwustanowego Hcal = HvH. Relacja
HvH > Hcal odzwierciedla sytuację, gdy przejście jest węższe od spodziewa-
nego. Może ona świadczyć o tym, że jednostka kooperatywna jest większa od
założonej np. z powodu tworzenia dimerów lub oligomerów. Stosunek entalpii
van’t Hoffa do kalorymetrycznej wskazuje liczbę molekuł białka włączonych
w ulegającą rozfałdowaniu jednostkę kooperatywną. Przyczyną anomalnego
wyostrzenia piku DSC mogą być jednak także procesy nieodwracalne, takie
jak egzotermiczna agregacja rozfałdowanego białka. W takim przypadku wy-
stępują efekty kinetyczne, powodujące zależność kształtu i pozycji piku repre-
zentującego przejście od szybkości skanowania (SANCHEZ-RUIZ et al., 1988;
GALISTEO et al., 1991). Jeśli HvH > Hcal, a stężenie białka zostało popraw-
nie określone i wykonano prawidłową korekcję linii bazowej, może to ozna-
czać również, że nie całe białko było prawidłowo zwinięte. Odwrotna sy-
tuacja, HvH < Hcal, występuje wtedy, gdy przejście jest szersze, niż
należałoby się spodziewać dla przejścia dwustanowego o danej wartości Hcal.
Rozfałdowanie przebiega wówczas w kilku etapach. Może się to w pewnych
przypadkach uwidocznić na termogramach w postaci piku ze zboczem lub
oddzielnych pików, które po dekonwolucji mogą być skorelowane z rozfałdo-
waniem zidentyfikowanych domen lub podjednostek badanego białka
(PRIVALOV, 1982).
Wykresy funkcyjnej zależności G0 od temperatury znane są jako „krzywe
stabilności białka” (BECKTEL, SCHELLMAN, 1987). Mają one kształt lekko
skośnej paraboli, przecinającej oś temperatury w dwóch punktach, odpowia-
30
dających temperaturom tzw. zimnej i gorącej denaturacji. Zimna denaturacja
przewidziana została teoretycznie (BRANDTS, 1964), a następnie zaobserwowa-
na doświadczalnie dla mioglobiny i innych białek globularnych (PRIVALOV et
al., 1986, 1997). Stosunkowo małe zmiany energii swobodnej Gibbsa obserwo-
wane w procesie rozfałdowania białek są wynikiem uwzględnienia wkładów
związanych ze zmianami entalpii i entropii, które są znacznie większe i silniej
zależą od temperatury. Typowe zmiany entalpii rozfałdowania to +1 kJ mol–1
na resztę aminokwasową w temperaturze 25°C, gwałtownie rosnące ze wzro-
stem temperatury. Wkład entropowy jest zwykle także dodatni, z przeciętną
zmianą entropii +2 J K–1 mol–1 na resztę aminokwasową w temperaturze 25°C,
równie szybko rosnący ze wzrostem temperatury. Większość białek charaktery-
zuje się największą stabilnością w fizjologicznym zakresie temperatur (COOPER,
1999).
3.2.  Aspekty  kinetyczne  w  procesie  denaturacji  białek  —  model  Lumry—Eyringa
Śledząc doniesienia literaturowe dotyczące kalorymetrycznych badań proce-
su termicznej denaturacji białek, dostrzega się powszechne stosowanie nastę-
pującego kryterium klasyfikacji przejścia:
1) Jeśli proces denaturacji może być uważany za odwracalny i związane z nim
endotermiczne przejście obserwowane na krzywej DSC nie zależy od szyb-
kości skanowania, można opracować dane eksperymentalne w ramach ter-
modynamiki równowagowej;
2) Jeśli proces jest nieodwracalny i zależny od szybkości skanowania, stosuje-
my podejście kinetyczne.
Występują jednakże złożone procesy, których jednoznaczne zaklasyfikowa-
nie według powyższego kryterium nie jest możliwe.
W uproszczony, ale stosunkowo ogólny sposób proces denaturacji białka
może być opisany modelem Lumryego i Eyringa (L—E) dyskutowanym np.
w pracach: SANCHEZ-RUIZ et al., 1988; SANCHEZ-RUIZ, 1992:
(3.23)N U I
K k
  ,
gdzie: N, U, I — to kolejno formy: natywna, rozfałdowana, nieodwracalnie zde-
naturowana, K — stała równowagi pomiędzy stanami N i U, k — stała szybko-
ści dla procesu nieodwracalnego U  I. W pewnych przypadkach model L—E
redukuje się do jednokrokowego prostego modelu nieodwracalnego, a w innych
do poprawnego opisu należy zastosować jeszcze bardziej złożone modele.
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W nieco innej formie można ten model zapisać jako:
(3.24)N U I
k
k k
2
1 3
 .
Zawiera on dwa kolejne etapy:
1. Odwracalną denaturację natywnego białka (N) ze stałą równowagi K = k1/k2,
prowadzącą do rozfałdowanego lub częściowo rozfałdowanego stanu (U).
2. Nieodwracalną zmianę (częściowo) rozfałdowanego stanu ze stałą szybkości
k3, prowadzącą do stanu końcowego (I), z którego nie można wrócić do na-
tywnego białka.
Zależnie od wzajemnych relacji między stałymi szybkości poszczególnych
procesów model sprowadza się do następujących uproszczonych sytuacji:
— k3 << k2: rozfałdowanie jest 2-stanowym procesem odwracalnym,
— k3 >> k2: rozfałdowanie jest 2-stanowym procesem nieodwracalnym.
Po założeniu, że: 1) ustalona jest równowaga między stanami N i U, oraz
2) entalpia rozfałdowania Hu jest wartością stałą, mamy:
(3.25)
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
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gdzie: xU, xN — molowe frakcje stanów: rozfałdowanego i natywnego, T1/2 —
temperatura, w której xU = xN
Odnośnie do drugiego etapu w modelu L—E, z założeniem, że nieodwra-
calny krok U  I jest reakcją pierwszego rzędu, a stała szybkości reakcji k
zmienia się z temperaturą zgodnie z równaniem Arrheniusa:
(3.28)k
E
R T T
( ) ,*min exp
   










1 1 1
gdzie: E — energia aktywacji, T* — temperatura, w której k = 1 min–1, otrzy-
muje się równanie na szybkość nieodwracalnego procesu tworzenia stanu I:
(3.29)
d I
dt
k U
[ ]
[ ] 
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lub
(3.30)
dx
dt
k xI U	  ,
gdzie: xI — molowa frakcja stanu końcowego I. Korzystając z zależności xN +
xU + xI = 1, mamy xU = (1 – xI)K/(1 + K). Zatem:
(3.31)
dx
dt
kK
K
xI I	 


1
1( ),
czyli xI zmienia się w czasie ze stałą szybkości kK/(K + 1).
Uwzględniając szybkość skanowania
(3.32)v
dT
dt
	 ,
(3.33)
dx
dT v
kK
K
xI I	 


1
1
1( ).
Całkując to równanie od niskiej temperatury T0 (w której szybkość reakcji
jest zaniedbywana i xI = 0) do temperatury T, otrzymujemy:
(3.34)x
v
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Następnie wyliczamy:
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Nadmiarowa entalpia:
(3.37)  H x H x HU U I	  ,
gdzie: HU i H są odpowiednio entalpiami stanów U i I (biorąc stan N jako
referencyjny).
333 — Mikrokalorymetryczne...
Zauważmy, że entalpia stanu końcowego H jest równa entalpii kaloryme-
trycznej przejścia DSC, ponieważ ostatecznie wszystkie molekuły białka znajdą
się w stanie końcowym. Jeśli entalpia nieodwracalnego przejścia U  I jest
mała (w porównaniu z entalpią kooperatywnego rozfałdowania), to HU ! H.
Załóżmy, że entalpia procesu U  I jest zerowa, wtedy HU = H, a
(3.38)  H H x x H xU I N	  	 
( ) ( )1
i nadmiarowa pojemność cieplna
(3.39) C H
dx
dTp
N
	

(przy różniczkowaniu założono, że H = const).
Ostatecznie, różniczkując xN względem temperatury i podstawiając do ostat-
niego równania, otrzymujemy:
(3.40)
 
C
K H
K
k
v
H
RT v
kK
Kp T
T
	







 









( )1
1
12 2
0
exp dT.
Równanie to można porównać z równaniem odpowiadającym 2-stanowemu
odwracalnemu rozfałdowaniu według modelu N " U:
(3.41)

C
H
RT
K
Kp
	

2
2 21( )
,
które można uzyskać z równania (3.40), jeśli k = 0 dla dowolnej temperatury
(proces nieodwracalny nie zachodzi) lub 1/v = 0 (nieskończona szybkość skano-
wania).
Znanych jest wiele modyfikacji modelu L—E, opisanych w pracach:
SANCHEZ-RUIZ et al., 1988; SANCHEZ-RUIZ, 1992; KURGANOV et al., 1997; FESSAS
et al., 2001; MILIARDI et al., 1994, 1996; LYUBAREV et al., 1998, 2000.
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4.  Analiza  dekonwolucyjna  krzywych  DSC
4.1.  Podstawy  analizy  dekonwolucyjnej
Głównym celem analizy dekonwolucyjnej funkcji nadmiarowej pojemności
cieplnej jest określenie liczby stanów obecnych podczas termicznego rozfałdo-
wania i parametrów termodynamicznych dla każdego z tych stanów. Podstawy
takiej analizy dekonwolucyjnej opracowali E. FREIRE, R.L. BILTONEN w 1978
roku, a w następnych latach algorytmy dekonwolucyjne były rozwijane i udo-
skonalane (FREIRE, BILTONEN, 1978; PRIVALOV, POTEKHIN, 1986; KIDOKORO et al.,
1987, 1988; FREIRE, 1994, 1995). Zauważono (FREIRE, BILTONEN, 1978;
ROBERTSON, MURPHY, 1997), że suma statystyczna, jak również wszystkie wiel-
kości termodynamiczne związane z wielostanowym przejściem mogą w zasa-
dzie być wygenerowane z pojedynczego eksperymentu kalorymetrycznego.
Otrzymane z pomiarów kalorymetrycznych informacje termodynamiczne mogą
być powiązane bezpośrednio ze strukturą białka (FREIRE, 1994).
Profile termicznego rozfałdowania makromolekuł są zwykle otrzymywane
przez monitorowanie indukowanych temperaturowo zmian pewnej obserwabli .
Kiedy przejście jest dwustanowe, tzn. nie ma żadnych termodynamicznie stabil-
nych stanów pośrednich, jedynymi wkładami do  są te od początkowego sta-
nu pofałdowanego i końcowego stanu rozfałdowanego. W przeciwnym przypad-
ku  zawiera wkłady od wszystkich rodzajów stanów w równowadze.
W ogólności,  jest równe:
(4.1) 

 i i
i
n
f
0
,
gdzie: i i fi reprezentują odpowiednio obserwablę i frakcję dla i-tego stanu.
Frakcję fi można wyrazić jako:
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

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, (4.2)
gdzie: Gi = Hi — TSi jest energią Gibbsa i-tego stanu, R — stałą gazową,
a T — temperaturą. Wyrażenie w mianowniku jest sumą statystyczną Q.
Obserwablą użytą do śledzenia przejścia może być nadmiarowa entalpia
względem stanu początkowego H. Mamy wówczas:
(4.3) H H fi i
i
n



0
,
gdzie każde Hi reprezentuje różnicę entalpii między i-tym stanem a stanem
początkowym, tj. Hi = (Hi – H0) w danej temperaturze.
Funkcje nadmiarowe entalpii, jak i ciepła właściwego zawierają termodyna-
miczne informacje o stanach cząsteczki występujących w rozpatrywanym prze-
dziale temperatur. Jest to wyrażone przez ogólną zależność termodynamiki sta-
tystycznej:
(4.4)H RT
Q
T
 2


ln
.
Wyjątkowość entalpii nadmiarowej jako obserwabli wiąże się z tym, że po-
pulacja każdego ze stanów jest funkcją Hi, co wynika z równania (4.2). Dla
żadnej innej obserwabli wartości i nie są matematycznie związane z odpo-
wiednimi wartościami fi (FREIRE, 1995).
Procedura dekonwolucyjna składa się z dwóch części:
1) wstępnej estymacji liczby stanów i związanych z nimi parametrów termody-
namicznych,
2) optymalizacji parametrów z użyciem nieliniowej metody najmniejszych kwa-
dratów (NMNK).
Dopasowanie NMNK dla Cp musi być wykonane z użyciem równania:
(4.5)  
 
C H f T f C
H H
RT
f Cp i i
i
n
i p i
i
n
i p 	 

	
 
 ( / ) 
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2 2
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i
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

1
.
Po uzyskaniu zbieżności nieliniowa procedura najmniejszych kwadratów
zwraca najlepszy zestaw parametrów, który minimalizuje sumę kwadratów reszt
SSR między wartościami wyliczonymi i eksperymentalnymi
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(4.6)SSR C Cp calc p er 
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Oceny jakości dopasowania dokonuje się na podstawie 2, zdefiniowanej
jako:
(4.7)  2
2
1
1





n m
y y x ai i j
i
n
( , ) ,
gdzie: yi — wartości zmierzone doświadczalnie, y(xi,aj) — wartości wyznaczo-
ne z modelu, aj — parametry dopasowania, n — liczba punktów pomiarowych,
m — liczba parametrów dopasowania.
Algorytm Levenberga—Marquardta, startujący z zainicjowanych wartości
parametrów, minimalizuje 2 w wyniku wykonania serii iteracji wartości para-
metrów i wyliczenia wartości 2 przy każdym kroku.
4.2.  Przejścia  niezależne
Załóżmy, że białko składa się z pewnej liczby strukturalnych domen: A, B,
C, ..., z których każda rozfałdowuje się niezależnie od pozostałych. Stałe rów-
nowagi dla procesów przejścia pomiędzy formami: natywną (zwiniętą) i roz-
fałdowaną (rozwiniętą) dla każdej z domen
(4.8)A A B B C C  ' , ' , ' , . . .
wyrażają się przez frakcje molekuł w odpowiednich stanach:
(4.9)K
f
f
K
f
fA
A
A
B
B
B
 
' ', , . . .
Molowa entalpia układu w danej temperaturze T wynosi:
(4.10)H H f H f HN A A B B 	 	 	' ' . . . , 
przy czym HN odnosi się do natywnej formy białka, gdy wszystkie domeny są
w stanie zwiniętym.
Jako temperaturowa pochodna entalpii molowa pojemność cieplna układu
może być wyrażona jako:
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gdzie: CpN jest molową pojemnością cieplną układu w stanie natywnym, CpA
jest zmianą pojemności cieplnej przy rozfałdowaniu domeny A, a człon w na-
wiasie kwadratowym powtarza się w równaniu dla kolejnych domen.
Pamiętając, że
(4.12)f fA A 1 ' ,
mamy:
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Zgodnie z równaniem van’t Hoffa
(4.15)
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gdzie: H A
vH jest zmianą entalpii van’t Hoffa dla domeny A, wyraża efekt
cieplny odpowiadający kooperatywnej jednostce, biorącej udział w procesie roz-
fałdowania.
Zatem
(4.16)
  
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Jest to uniwersalne równanie, które może być zastosowane zarówno w przy-
padku przejść dwustanowych, jak i niedwustanowych, pamiętając, że wystę-
pujące w nim parametry odnoszą się do danej temperatury T.
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4.2.1.  Model  niezależnych  przejść  dwustanowych,  uwzględniający  efekty Cp
Jeśli założymy, że każde przejście jest dwustanowe, to entalpie van’t Hoffa
będą równe odpowiednim entalpiom kalorymetrycznym. Zakładając dodatkowo,
że CpN może być wyrażona jako liniowa funkcja temperatury (CpN = B0 + B1T),
otrzymamy:
(4.17)C T B B T
K T C
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Przyjmując TmA jako temperaturę przejścia, w której KA(T) równa jest jeden,
korzystając z zależności
(4.18)  H T H C T TA mA pA mA( ) ( ) 	 
i całkując równanie (4.15) od TmA do T, mamy:
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Podstawiając (4.18) i (4.19) do równania (4.17), można wyznaczyć pojem-
ność cieplną układu Cp(T) w dowolnej temperaturze T, mając dane niezależne
od temperatury parametry dopasowania: B0, B1, TmA, HmA, CpA, TmB, HmB,
CpB, ...
Procedura dopasowania eksperymentalnych krzywych DSC w ramach tego
modelu z zastosowaniem specjalistycznego oprogramowania MicoCal Origin
rozpoczyna się od wskazania liczby przejść oraz wyjściowych dla procesu dopa-
sowania wartości temperatur Tm. Odgadnięte zostają pozostałe parametry dopa-
sowania, a następnie używając równań (4.17)—(4.19), wyliczana jest wartość
Cp(T). Porównanie tej wartości z eksperymentalną prowadzi, z zastosowaniem
nieliniowej metody najmniejszych kwadratów Marquardta, do poprawy parame-
trów dopasowania. Ponownie przeprowadzane są obliczenia wartości Cp(T). Taki
proces iteracyjny kontynuowany jest do momentu, gdy wystąpi brak poprawy
jakości dopasowania wyliczonych wartości Cp(T) do eksperymentalnych
Cp(T)exp, co oceniane jest na podstawie wartości 
2.
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4.2.2.  Model  niezależnych  przejść  dwustanowych,  z  wykluczeniem  efektów Cp
W tym modelu zakłada się, że zmiany pojemności cieplnych CpA, CpB, ...
są równe zeru, co upraszcza równania (4.17)—(4.19). Przed rozpoczęciem pro-
cedury dopasowania odejmuje się linię bazową, co zapewnia CpN = 0 dla
wszystkich temperatur, więc B0 i B1 nie są już parametrami dopasowania.
HA(T) może być zastąpione przez HmA (tzn. zmiany ciepła są temperaturo-
woniezależne, jeśli nie ma zmian pojemności cieplnej). Uzyskujemy wtedy:
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gdzie człon po prawej stronie równania (4.20) musi być powtórzony dla każde-
go z przejść, a stałe równowagi wyliczone dla każdego przejścia analogicznie
do równania (4.21).
Parametrami dopasowania są w tym przypadku TmA, HmA, TmB, HmB, ...,
a procedura dopasowania krzywej jest taka sama, jak omówiono w poprzednim
modelu.
4.2.3.  Model  niezależnych  przejść  niedwustanowych
Ten model jest stosowany tylko w przypadku Cp = 0. Przed procedurą do-
pasowania należy odjąć progresywną linię bazową od danych eksperymental-
nych, co sprowadza także CpN do zera dla wszystkich temperatur. Korzystając
z równania (4.16), mamy:
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W tym przypadku wzory na stałe równowagi zawierają entalpie van’t Hoffa,
a nie kalorymetryczne:
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Równania (4.22) i (4.23) służą do dopasowania krzywej w tym modelu, a para-
metrami dopasowania są: T H H T H HmA mA mA
vH
mB mB mB
vH, , , , ,    ...
4.3.  Przejścia  sekwencyjne
Przejścia sekwencyjne występują wówczas, gdy rozfałdowanie jednej z do-
men białka wpływa na rozfałdowanie kolejnych. Model sekwencyjny narzuca
dokładny porządek rozfałdowywania się poszczególnych domen (np. w pierw-
szym kroku zawsze jest to domena A, w drugim domena B itd.).
(4.24)P P P P P
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Całkowite molowe ciepło zawarte w układzie (względem wartości zero przypi-
sanej stanowi P0) wynosi:
(4.25)H f f H f H H f H H H  	 	 	 	 	 	 	0 1 1 2 1 2 3 1 2 30      ( ) ( ) . . .
gdzie: fi i Hi (i = 0, 1, 2, ...) to odpowiednio frakcje stanów i zmiany entalpii
molowej dla każdego kroku. Używając wartości K, wszystkie wartości f mogą
być odniesione do f0, zatem:
(4.26)1 0 1 2 3 	 	 	 	f f f f . . .
(4.27)1 10 1 1 2 1 2 3 	 	 	 	f K K K K K K( . . . )
(4.28)f
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1 11
 , , , . . .
gdzie
(4.29)Q K K K K K K 	 	 	 	1 1 1 2 1 2 3 . . .
Podstawienie równań (4.28) do (4.25) oraz zróżniczkowanie po tempera-
turze (wartości H są traktowane w modelu sekwencyjnym jako niezależne od
temperatury) prowadzi do końcowego wyrażenia na pojemność cieplną układu:
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przy czym stałe równowagi wylicza się, korzystając z wzorów:
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Parametrami dopasowania są: Tm1, H1, Tm2, H2, ..., a procedura dopasowania
jest taka sama, jak opisana dla przejść niezależnych.
4.4.  Pojedyncze  przejście  dwustanowe  z  dysocjacją  podjednostek
Model zakłada, że jednocześnie z procesem termicznego rozfałdowania ma-
kromolekuły składającej się z n podjednostek następuje jej dysocjacja na te pod-
jednostki:
(4.33)N nUn  .
Stała równowagi
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n

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[ ]
,
gdzie w nawiasach kwadratowych dane są stężenia molowe danego typu mole-
kuł. Jeśli przez f oznaczymy frakcję makromolekuł w stanie U, to 1-f będzie
frakcją molekuł w stanie Nn. Przyjmując Ct jako całkowite stężenie molowe
białka (wyrażone dla n-meru), mamy:
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Całkując wyrażenie:
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od temperatury Tm, w której f = 0,5, do danej temperatury T, oraz korzystając
z zależności (4.18), otrzymujemy:
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Znając K(T), można wyznaczyć f(T) z (4.36) metodami numerycznymi oraz
nadmiarową pojemność cieplną z równania:
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5.  Proces  termicznej  denaturacji  albuminy
w  roztworach  wodnych
5.1.  Charakterystyka  DSC  termicznej  przemiany  pomiędzy  stanem  natywnym
i  zdenaturowanym  albuminy
Przemiany konformacyjne zachodzące podczas termicznej denaturacji białek
w roztworach wodnych związane są ze zniszczeniem licznych słabych wiązań
stabilizujących cząsteczkę białka oraz ze zmianami hydratacji białka, co zapew-
nia mierzalną zmianę entalpii. Dzięki temu jedną z technik umożliwiających
badanie przebiegu termicznej denaturacji białek jest różnicowa kalorymetria
skaningowa. Badania FTIR (WANG et al., 2005) wykazały, że podatność HSA
na termiczną denaturację jest mniejsza wtedy, gdy białko znajduje się w stanie
stałym (w postaci suchego proszku lub filmu), a nie w roztworach wodnych.
W pierwszym przypadku obserwuje się większą odwracalność temperaturową
indukowanych zmian (zachodzących przy ogrzewaniu białka w stanie stałym aż
do 200°C).
Przejście białka ze stanu natywnego w zdenaturowany, polegające na roz-
fałdowaniu łańcucha polipeptydowego pod wpływem rosnącej temperatury (nie
biorąc pod uwagę możliwych zjawisk towarzyszących, np. agregacji), jest pro-
cesem endotermicznym. Rozfałdowaniu białek globularnych towarzyszy zwykle
dodatnia zmiana pojemności cieplnej. Przypisywana jest ona najczęściej hydra-
tacji niepolarnych grup schowanych we wnętrzu białka w stanie natywnym,
a odsłanianych podczas rozfałdowania makromolekuły. Dokładniej, interpretując
zmiany pojemności cieplnej w procesie denaturacji, należy uwzględnić wkłady
pochodzące zarówno od grup niepolarnych, jak i polarnych. Są one przeciwnych
znaków (PRIVALOV, MAKHATADZE, 1992; FREIRE, 1994; MAKHATADZE, PRIVALOV,
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1995; GOMEZ et al., 1995). W nowszych doniesieniach podkreśla się koniecz-
ność brania pod uwagę także wkładów niezwiązanych z hydratacją białka
(PRABHU, SHARP, 2005).
Przegląd literatury z ostatnich lat pokazuje, że odzwierciedlające termiczną
denaturację albuminy przejście obserwowane techniką DSC zależy od pocho-
dzenia białka, jego stężenia, pH, siły jonowej, dodatków stabilizujących i desta-
bilizujących, wiązania ligandów, rodzaju rozpuszczalnika, jak również warun-
ków prowadzenia eksperymentu (KOSA et al., 1998 b; ROSS, SHRAKE, 1988;
BLEUSTEIN et al., 2000 b; BARONE et al., 1992, 1995; GIANCOLA et al., 1997;
YAMASAKI et al., 1990, 1991, 1992; PICO, 1997; CELEJ et al., 2005; ANRAKU et
al., 2007; MICHNIK et al., 2005 a, 2006 a).
Badania, których wyniki przedstawiane są w niniejszej pracy, wykonywane
były w ustalonych warunkach doświadczalnych (przy określonym dla danego ro-
dzaju badań stężeniu białka, szybkości skanowania, pH roztworu), o ile ich celem
nie było poznanie zależności od tych parametrów. Wartości parametrów charakte-
ryzujących pomiary DSC w zrealizowanych rodzajach eksperymentów zestawio-
no w tabeli D1 (rozdział D IV Dodatku). Ze względu na to, że nie stosowano roz-
tworów buforowych, kontrolowano wartość pH. Z wyjątkiem serii badań
w funkcji pH nie zmieniała się ona w trakcie eksperymentu w granicach ±0,5.
Na rys. 3 pokazano uzyskane w tych samych warunkach krzywe DSC cha-
rakterystyczne dla procesu termicznego rozfałdowania cząsteczki albuminy
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Rys. 3. Krzywe DSC odtłuszczonej i nieodtłuszczonej albuminy ludzkiej i wołowej w roztworach
wodnych (stężenie 4,4 · 10–5 M, pH 5,56,0) otrzymane przy szybkości skanowania 0,67°C min–1
(MICHNIK et al., 2006 a)
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ludzkiej nieodtłuszczonej (HSA) i odtłuszczonej (HSAf) oraz wołowej nie-
odtłuszczonej (BSA) i odtłuszczonej (BSAf) (MICHNIK et al., 2006 a). Wyniki
wskazują na różny przebieg tego procesu zarówno dla albumin różnego pocho-
dzenia, jak i w zależności od zawartości kwasów tłuszczowych.
W pewnych warunkach procesowi rozfałdowania towarzyszy agregacja
białka, która jest najczęściej procesem egzotermicznym. Występowanie obydwu
tych zjawisk jest dobrze widoczne w przebiegu termicznej denaturacji albuminy
w roztworze soli fizjologicznej, zilustrowanym na rys. 4. Przedstawione krzywe
DSC uzyskano dla dwóch zbliżonych stężeń albuminy wołowej. Próbkę o wyż-
szym stężeniu ogrzewano od 15°C do 95°C, natomiast tę o stężeniu niższym
ogrzewano od 15°C do 75°C i następnie po schłodzeniu do temperatury 15°C
ponownie ogrzewano od 15°C do 95°C. Zaraz za endotermicznym pikiem w za-
kresie temperatur 50—75°C, związanym z rozfałdowaniem łańcucha polipepty-
dowego makromolekuły białka, obserwowany jest pik egzotermiczny
świadczący o zachodzącej agregacji.
Brak piku endotermicznego na krzywej uzyskanej w wyniku ponownego
ogrzewania próbki, po jej uprzednim schłodzeniu do temperatury wyjściowej,
wskazuje na nieodwracalność procesu termicznej denaturacji albuminy w roz-
tworze soli fizjologicznej, gdy tymczasem w wodzie proces ten jest częściowo
odwracalny (MICHNIK 2003; MICHNIK et al., 2005 a, 2006 a).
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Rys. 4. Krzywe DSC roztworu BSA w soli fizjologicznej otrzymane przy szybkości skanowania
0,67°C min–1 i stężeniu białka 2,95 · 10–5 M (——) oraz 2,07 · 10–5 M (-·-·-·) — pierwsze skanowa-
nie (w zakresie temperatur 15—75°C), (·······) — drugie skanowanie (w zakresie temperatur
15—95°C) (opracowanie własne)
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Jako podstawowe parametry przejścia wyznacza się najczęściej: temperaturę
przejścia Tm (za Tm przyjęto w tej pracy temperaturę, dla której występuje mak-
simum nadmiarowej pojemności cieplnej, Cp), zmianę entalpii H (H re-
prezentuje efekt cieplny procesu) oraz szerokość połówkową przejścia HHW
(jego szerokość w połowie wysokości). Dyskusja tych parametrów oraz ich po-
równanie z danymi literaturowymi wymagają zawsze uwzględnienia zależności
od wspomnianych na początku tego rozdziału czynników specyfikujących mate-
riał badawczy oraz warunki doświadczalne.
W celu ogólnego wprowadzenia w tematykę termicznej denaturacji albumi-
ny w tabeli 1 zestawiono charakterystyczne parametry przejścia ze stanu natyw-
nego w zdenaturowany dla badanych rodzajów albuminy: wołowej nie-
odtłuszczonej (BSA) i odtłuszczonej (BSAf) oraz ludzkiej nieodtłuszczonej
(HSA) i odtłuszczonej (HSAf) w zbliżonych warunkach doświadczalnych
(MICHNIK, 2003; MICHNIK et al., 2006 a). Dodatkowo zamieszczono wartości
temperatur przejścia Tm i zmian entalpii H dla ludzkiej hemoglobiny HbA0
i methemoglobiny (mHb) (MICHNIK et al., 2005 b), aby porównać termiczne
właściwości albuminy i hemoglobiny — dwóch ważnych globularnych białek
krwi, podobnych pod względem masy cząsteczkowej oraz pełnienia funkcji
przenośników, ale istotnie różniących się budową.
Jak wynika z tabeli 1, w wyszczególnionych warunkach doświadczalnych
najniższymi wartościami Tm i H charakteryzuje się albumina wołowa od-
tłuszczona, a najwyższymi albumina ludzka, która nie została pozbawiona en-
dogennych kwasów tłuszczowych. Wartości Tm i H dla badanych rodzajów
hemoglobin mieszczą się w zakresie skrajnych wartości dla albumin. Porówny-
wane parametry termicznego rozfałdowania białka są najbardziej zbliżone dla
ludzkiej HbA0 i BSA oraz dla ludzkiej mHb i HSAf. Informacje płynące
z przedstawionych prostych porównań podstawowych parametrów przejścia dla
badanych odmian albumin i hemoglobin w zbliżonych warunkach doświadczal-
nych mogą być użyteczne w pewnych zastosowaniach klinicznych (BLEUSTEIN
et al., 2000 a, b; HU, SU, 2003; LU et al., 2005).
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T a b e l a 1
Wartości średnich temperatur Tm i zmian entalpii H (± błąd standardowy średniej) dla procesu
termicznej denaturacji albuminy i hemoglobiny w roztworach wodnych, wyznaczone z pomiarów
DSC wykonanych w zakresie stężeń białka 1,5 · 10–5—4,5 · 10–5 M, pH 5,5—6,5, przy szybkości
skanowania 1°C min–1
Parametry
Białko
hemoglobina ludzka
albumina
wołowa ludzka
mHb HbA0 BSA BSAf HSA HSAf
Tm / °C
H / kJ mol–1
61,8 ± 0,4
1048 ± 84
69,0 ± 0,5
972 ± 80
66,2 ± 0,5
745 ± 64
56,9 ± 0,9
496 ± 17
80,7 ± 0,4
1170 ± 48
62,0 ± 0,8
908 ± 80
5.2.  Specyfika  termicznych  przemian  konformacyjnych  albuminy  ludzkiej  i  wołowej
Albuminy ssaków wykazują wiele podobieństw pod względem struktury
i właściwości fizykochemicznych (PETERS, 1985; CARTER, HO, 1994; TUBIO et
al., 2004). W sekwencji aminokwasowej albumin różnych ssaków znajdują się
332 niezmiennicze reszty. Stanowią one około 57% wszystkich reszt aminokwa-
sowych. Sekwencję albuminy ludzkiej i wołowej podał J.R. Brown w 1975 roku
(BROWN, 1975; BEHRENS et al., 1975), a niezależnie od niego sekwencję albumi-
ny ludzkiej przedstawił B. Meloun (MELOUN et al., 1975). Obydwie albuminy
mają 76% identycznych sekwencji aminokwasowych. Cząsteczka HSA składa
się z 585, a BSA z 582 reszt aminokwasowych o zbliżonej średniej wadze mo-
lekularnej (113,57 dla HSA i 113,86 dla BSA). Jednocześnie pomiędzy obydwo-
ma albuminami występują istotne różnice, które ujawniają się np. w zachowaniu
elektroforetycznym (MILLER, GEMEINER, 1993), termicznej i chemicznej
trwałości (KOSA et al., 1998 a), właściwościach wiążących i fotochemicznych
(KOSA et al., 1997, 1998 b; TAYYAB et al., 2003). Inny jest wypadkowy ładunek
molekuł (przy pH 7 równy –18 dla BSA i –15 dla HSA). W cząsteczce BSA
znajdują się dwa tryptofany: Trp-134 ulokowany w domenie I i Trp-212 uloko-
wany w domenie II, natomiast w HSA znajduje się tylko jeden tryptofan —
Trp-214 w domenie II. Trp-134 jest bardziej eksponowany na hydrofilowe śro-
dowisko, podczas gdy Trp-212 jest schowany w hydrofobowej pętli. Chociaż
w wielu pracach eksperymentalnych albumina wołowa jest traktowana jako
białko modelowe dla albuminy ludzkiej (m.in. ze względu na powszechniejszy
dostęp i niższą cenę), to nie wszystkie wyniki uzyskane dla albuminy wołowej
mogą być przełożone także na ludzką.
Dzięki znacznemu udoskonaleniu przyrządów DSC w ostatnim czasie bada-
nia mikrokalorymetryczne należą do tych, które umożliwiają poznanie specyfiki
termicznych właściwości białek różnego pochodzenia w określonych warunkach
środowiskowych, a także przemian, którym podlegają. W dostępnych pracach
naukowych poświęconych porównawczym badaniom DSC albumin różnych ssa-
ków wykazano istnienie różnic w charakterze przejść związanych z termiczną
denaturacją tych białek oraz pomiędzy podstawowymi parametrami termodyna-
micznymi, które je opisują (KOSA et al., 1998 a; BLEUSTEIN et al., 2000 b;
MICHNIK et al., 2006 a).
Badania T. KOSY (1998) dotyczyły tylko albumin pozbawionych kwasów
tłuszczowych, natomiast C.B. BLEUSTEIN (2000) oraz autorka niniejszej pracy
badali albuminy odtłuszczone i nieodtłuszczone. Wiele prac poświęcono wy-
łącznie albuminie ludzkiej lub wołowej (GUMPEN et al., 1979; ROSS et al.,
1984; YAMASAKI et al., 1990; BARONE et al., 1995; GIANCOLA et al., 1997;
PICO, 1997; TIKTOPULO et al., 1985; ANRAKU et al., 2007; MICHNIK et al., 2003,
2005 a).
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Podsumowując zgromadzone wyniki badań (MICHNIK, 2003; MICHNIK et al.,
2005 a, 2006 a), stwierdza się, że obrazem rozfałdowania albuminy w roztwo-
rach wodnych może być pojedynczy pik, pik z ramieniem lub pik z dwoma wy-
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Rys. 5. Zależność krzywych DSC albuminy ludzkiej od jej stężenia w roztworze wodnym:
A — HSA, B — HSAf (szybkość skanowania 1°C min–1, pH 6,0±0,5) (MICHNIK, 2006 a)
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raźnymi składowymi, zależnie od rodzaju albuminy, obecności kwasów
tłuszczowych, stężenia białka i w mniejszym stopniu od szybkości skanowania.
Przy stężeniach białka w zakresie 1,5 · 10–5 M—4,5 · 10–5 M, pH 5,5—7,0
i szybkościach skanowania 0,6—1,5°C min–1, dla albumin ludzkich obserwo-
wano piki z ramieniem, dla albuminy wołowej nieodtłuszczonej był to pojedyn-
czy pik, a dla odtłuszczonej przejście bimodalne (rys. 3 i 5). Opisane kształty
krzywych DSC są zgodne z otrzymanymi przez M. YAMASAKI et al. (1990),
a także (z wyjątkiem odtłuszczonej albuminy wołowej) przez C.B. BLEUSTEIN
et al. (2000 b) pomimo znacznie większych stężeń badanych białek. Bardzo po-
dobne wyniki uzyskał także E.I. Tiktopulo w buforze fosforanowym o pH 7,0,
przy stężeniach odpowiadających wskazanemu powyżej zakresowi i tych sa-
mych szybkościach skanowania (TIKTOPULO et al., 1985).
Natomiast w roztworach 150 mM NaCl (pH 7,0) P.D. ROSS, A. SHRAKE
otrzymali dla badanych albumin innego typu krzywe DSC (ROSS et al., 1984;
SHRAKE et al., 1984). W tych warunkach znacznie różniących się siłą jonową
termiczna denaturacja ludzkiej albuminy odtłuszczonej była reprezentowana
przejściem jednomodalnym w całym badanym zakresie stężeń, od 1,4 mg ml–1
do 74 mg ml–1, a albuminy nieodtłuszczonej — przejściem bimodalnym, w za-
kresie stężeń od 1,3 mg ml–1 do 64 mg ml–1, przy szybkości skanowania 14,7°C
h–1. Bimodalność przejścia dla ludzkiej albuminy nieodtłuszczonej została zin-
terpretowana jako pochodząca od oddzielnego rozfałdowania dwóch frakcji al-
buminy: ubogiej i bogatej w kwasy tłuszczowe. Taka interpretacja nie pozwala
jednak na wytłumaczenie bimodalności obserwowanej przez autorkę tej pracy
(MICHNIK, 2003) oraz przez M. YAMASAKI et al. (1990) dla pozbawionej kwa-
sów tłuszczowych albuminy wołowej w roztworach wodnych w pewnych, okre-
ślonych przez pH i siłę jonową, warunkach. W świetle danych literaturowych
nie jest jasne, czy źródłem bi- lub wielomodalności przejścia są różne frakcje
molekuł, czy oddzielne rozfałdowanie różnych fragmentów (podjednostek) ma-
kromolekuły. Nie można wykluczyć, że obydwie sytuacje są możliwe i w efek-
tach praktycznie nierozróżnialne.
Kalorymetryczna odwracalność przejścia jest badana zwykle na podstawie
jego odtwarzalności w drugim przebiegu w tym samym zakresie temperatur, któ-
ry realizowany jest po uprzednim schłodzeniu próbki do temperatury wyjściowej.
Ze względu na to, że rozfałdowane molekuły białka wykazują często tendencję
do agregacji, cały proces denaturacji staje się nieodwracalny, choć może być
w dużym stopniu odwracalny w zakresie niższych temperatur, gdzie agregacja
występuje tylko w niewielkim stopniu. Zaproponowano w związku z tym zmo-
dyfikowany sposób badania odwracalności denaturacji białka (MICHNIK, 2003,
2007 b), zilustrowany na rys. 6 dla BSA. Określono w ten sposób odwracalność
procesu w procentach przy jego zajściu do określonej temperatury.
W tabeli 2 porównano nieodtłuszczone i odtłuszczone albuminy ludzkie
i wołowe pod względem odwracalności procesu termicznej denaturacji. Wynika
50
z niej, że lepszą odwracalnością charakteryzują się przejścia dla albumin ludz-
kich niż dla wołowych, a porównując formy odtłuszczone i zawierające kwasy
tłuszczowe, odwracalność procesu jest lepsza dla tych drugich.
W badanych przez autorkę tej pracy warunkach doświadczalnych (tabela D1
w rozdziale D IV) białka te można uporządkować według temperatury przejścia
Tm rosnąco: BSAf, HSAf, BSA, HSA. Większe wartości zmian entalpii dla al-
bumin ludzkich w porównaniu z ich odpowiednikami albumin wołowych po-
twierdzają większą trwałość termiczną tych pierwszych. Podana relacja zgadza
się z wynikami badań C.B. BLEUSTEINA et al., (2000 b). Także T. KOSA et al.
(1998 a) relacjonowali wyższą wartość Tm dla odtłuszczonej albuminy ludzkiej
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Rys. 6. Krzywe DSC dla BSA otrzymane w kolejnym ogrzewaniu roztworu białka do temperatur:
60°C (·······), 70°C (-·-·-·), 80°C (-··-··), 100°C pierwszy raz (——), 100°C drugi raz (----) w po-
równaniu z jednorazowym ogrzewaniem do temperatury 100°C (——), (stężenie HSA — 0,0298
mM; pH 5,5; szybkość skanowania 1°C min–1) (MICHNIK, 2003)
T a b e l a 2
Odwracalność (± 3%) procesu denaturacji albumin wołowych i ludz-
kich po ich ogrzewaniu do określonych temperatur T / °C
T / °C
Odwracalność [%]
BSA HSA BSAf HSAf
60
70
80
100
100
85
33
8
100
95
70
13
90
67
32
7
100
90
42
7
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w porównaniu z wołową. Przy pH 7,4, stężeniu białka 0,1 mM i szybkości ska-
nowania 1°C min–1 uzyskali oni dla albuminy ludzkiej i wołowej odpowiednio
temperatury denaturacji: 59,7 ± 0,1°C i 56,8 ± 0,3°C, zbliżone do temperatur
przejścia: 62,5 ± 0,8 i 56,2 ± 0,9°C, uzyskanych przy tej samej szybkości ska-
nowania dla podobnego stężenia albuminy i nieco niższego pH  6,0 w ramach
wyników badań autorki tej pracy. Różnica pomiędzy albuminą ludzką
a wołową udokumentowana w badaniach A. MICHNIK et al. (2006) jest jednak
większa niż znalezione maksymalne 2—3°C różnice obserwowane przez
T. KOSĘ et al. (1998 a) pomiędzy temperaturami przejścia albumin pięciu ssa-
ków, różniących się więcej niż jedną resztą aminokwasową. Te odmienności
pomiędzy ssakami są także zaskakująco małe, biorąc pod uwagę wyniki badań
U. KRAGH-HANSEN et al. (2005), które wykazały, iż spośród 23 mutacji albu-
miny ze zmienioną pojedynczą resztą aminokwasową, w 13 przypadkach zmia-
ny w temperaturach przejścia Tm były co do wartości bezwzględnej większe
od 2°C.
Na podstawie dostępnych danych literaturowych nie można jednoznacznie
stwierdzić, czy proces termicznego rozfałdowania albuminy może być traktowa-
ny jako dwustanowy. T. KOSA et al. (1998) uznali rozpatrywane przejście dla
obydwu albumin (wołowej i ludzkiej) za pojedyncze dwustanowe. Opis ten od-
biega od zaproponowanego przez C. GIANCOLĘ et al. (1997) dla termicznej de-
naturacji odtłuszczonej albuminy wołowej w podobnych warunkach, według
którego na całkowity proces termicznej denaturacji składają się dwa przejścia
dwustanowe. Autorka tego opracowania uzyskała dla albuminy wołowej od-
tłuszczonej, podobnie jak C. GIANCOLA et al., dobre dopasowanie w modelu
dwustanowym z dwoma niezależnymi przejściami (MICHNIK, 2003). Interpreta-
cja wyników analizy dekonwolucyjnej dla badanych rodzajów albumin zostanie
zrelacjonowana w dalszej części pracy. Wymaga ona przedyskutowania różnic
między albuminami zawierającymi kwasy tłuszczowe i wolnymi od kwasów
tłuszczowych.
5.3.  Wpływ  obecności  kwasów  tłuszczowych
na  charakter  termicznego  rozfałdowania  albuminy
Jedną z ważnych funkcji albuminy jest transport kwasów tłuszczowych.
Wiązanie niezestryfikowanych kwasów tłuszczowych do albuminy może powo-
dować istotne zmiany konformacyjne w molekule albuminy (CARTER, HO, 1994,
PETITPAS et al., 2001; BHATTAHARAYA et al., 2000; CURRY et al., 1998, 1999). Za-
gadnienia wybrane z doniesień literaturowych, a dotyczące wiązania kwasów
tłuszczowych do albuminy, omówiono w rozdziale D1 Dodatku.
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Wpływ kwasów tłuszczowych na proces termicznej denaturacji albuminy
jest jednym z zagadnień, którego wyjaśnienia poszukuje się z zastosowaniem
techniki DSC (SHRAKE et al., 1984; TIKTOPULO et al., 1985; BLEUSTEIN et al.,
2000 b; MICHNIK et al., 2003, 2006). Częściej badana kalorymetrycznie była
odtłuszczona forma albuminy (YAMASAKI et al., 1990; BARONE et al., 1995;
PICO, 1997; KOSA et al., 1998 a; SHRAKE et al., 1984; ANRAKU et al., 2007).
Z większości prac wynika, że jej termiczną denaturację w roztworach buforo-
wych o pH około 7 (także w obecności NaCl) reprezentuje pojedynczy pik na
krzywej DSC, niezależnie od gatunkowego pochodzenia białka, czy jest ono
ludzkie, wołowe, wieprzowe, czy psie, jakkolwiek E.I. TIKTOPULO et al. (1985)
zaobserwowali dla pozbawionej kwasów tłuszczowych albuminy ludzkiej w bu-
forze fosforanowym o pH 7 pik z ramieniem. W roztworach wodnych, w okre-
ślonych warunkach pH i siły jonowej, termiczne rozfałdowanie odtłuszczonej al-
buminy wołowej reprezentowane jest przejściem bimodalnym (YAMASAKI, 1990;
MICHNIK, 2003), a ludzkiej pikiem z ramieniem (MICHNIK et al., 2006 a). Jedy-
nie dla bardzo dużych stężeń albuminy wołowej (50% ww.), przy których ze
względu na występującą agregację proces był nieodwracalny, obserwowano
w roztworach wodnych o niemodyfikowanej sile jonowej i pH — pojedynczy
pik (BLEUSTEIN, 2000 b).
Przejścia związane z rozfałdowaniem albumin zawierających kwasy
tłuszczowe obserwowano jako bimodalne (SHRAKE et al., 1984) lub typu pik
z ramieniem (TIKTOPULO et al., 1985; MICHNIK et al., 2006), z wyjątkiem albu-
miny wołowej BSA, dla której w roztworach wodnych zarejestrowano pojedyn-
czy pik (BLEUSTEIN, 2000 b; MICHNIK, 2003).
Zarówno z badań doświadczalnych, jak i z prac teoretycznych wynika, że
wiązanie ligandów do białka lub ich redystrybucja ze zmianą temperatury
w trakcie pomiaru DSC może prowadzić do bimodalności przejścia (SHRAKE,
ROSS, 1988, 1990; YAMASAKI, 1992; GIANCOLA et al., 1997; COOPER, 2000). Po-
dwójny pik lub pik z ramieniem, najczęściej obserwowane dla albumin nie-
odtłuszczonych, można w związku z tym wytłumaczyć redystrybucją kwasów
tłuszczowych podczas ogrzewania roztworu albuminy. Bimodalny charakter de-
naturacji monomeru albuminy ludzkiej zawierającego 1,5 mola endogenicznych,
długołańcuchowych kwasów tłuszczowych, przypisano dwóm frakcjom albumi-
ny: frakcji zawierającej niski poziom kwasów tłuszczowych — odpowiadającej
za niskotemperaturową składową przejścia — oraz termicznie bardziej trwałej
frakcji albuminy o wysokim poziomie długołańcuchowych kwasów tłuszczo-
wych (SHRAKE et al., 1984; ROSS et al., 1984). Taka interpretacja jest bardzo
przekonująca. Pozostaje jednak problem uzasadnienia obserwacji niepasujących
do tej koncepcji.
Jeśli z powodu braku obecności kwasów tłuszczowych w albuminie od-
tłuszczonej nie można wyjaśnić obserwowanej bimodalności przejścia
(YAMASAKI et al., 1990; MICHNIK, 2003) oddzielnymi etapami rozfałdowania
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dwóch frakcji molekuł białka: ubogiej i bogatej w kwasy tłuszczowe, a z kolei
dla nieodtłuszczonej albuminy wołowej pik będący obrazem jej rozfałdowania
w roztworach wodnych jest wizualnie pojedynczy (BLEUSTEIN, 2000 a;
MICHNIK, 2003), nasuwa się inny rodzaj interpretacji. Fakt, że w przypadku al-
buminy wołowej wolnej od kwasów tłuszczowych pewne zakresy pH i siły jo-
nowej określają warunki, w których jej termiczne rozfałdowanie odzwierciedla
się pikiem z ramieniem lub przejściem bimodalnym (YAMASAKI et al., 1990),
powiązano z występowaniem w tych warunkach szczeliny w sąsiedztwie
Trp212, co prowadzi do podziału cząsteczki albuminy na dwie podjednostki.
Pojawia się zatem koncepcja, że bimodalność przejścia odzwierciedla etapy ter-
micznej denaturacji oddzielnych fragmentów molekuły białka, a nie dwóch róż-
nych frakcji molekuł.
Choć proces termicznego rozfałdowania białek uważany jest za kooperatyw-
ny (JACKSON, 2006), w przypadku białek zbudowanych z kilku domen prawdo-
podobne jest wyodrębnienie się podjednostek widzianych oddzielnie w procesie
denaturacji. Ze względu na nierozłączne zakresy temperatur, w których realizują
się przejścia dla tych podjednostek, wkłady do całkowitego efektu cieplnego
nakładają się, ale możliwe jest ich rozdzielenie przez dekonwolucję krzywych
DSC.
5.4.  Analiza  dekonwolucyjna  krzywych  DSC  albuminy
Połączenie danych kalorymetrycznych z odpowiednim modelem pozwala
uzyskać informację na poziomie molekularnym. Na postawie badań DSC
stwierdzono, że proces termicznego rozfałdowania albuminy, zarówno
wołowej, jak i ludzkiej, jest częściowo odwracalny, zależny od stężenia białka
i bardzo słabo zależny od szybkości skanowania (MICHNIK, 2003; MICHNIK et
al., 2006 a). Spełnienie kryteriów pozwalających na rozpatrywanie go w ra-
mach termodynamiki równowagowej (SANCHEZ-RUIZ et al., 1988, 1992) umoż-
liwiło wykonanie analizy dekonwolucyjnej z zastosowaniem modeli opisanych
w rozdziale 4 oraz specjalistycznego oprogramowania DSC MicroCal Origin.
Analiza ta posłużyła do określenia charakteru zmian strukturalnych w procesie
denaturacji.
W doborze odpowiedniego modelu, dobrze opisującego dane doświadczal-
ne, pomocne jest posłużenie się wartością stosunku entalpii kalorymetrycznej
do entalpii van’t Hoffa (omówionego w rozdziale 3.1), informującego o liczbie
kooperatywnych podjednostek ujawniających się podczas przejścia. Zgodność
entalpii kalorymetrycznej i van’t Hoffa wskazuje na proces dwustanowy. Przed-
stawione w tabeli 3 wyniki analizy przejścia reprezentującego termiczne roz-
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fałdowanie nieodtłuszczonej albuminy surowicy wołowej (BSA) w ramach mo-
delu niedwustanowego (opisanego w rozdziale 4.2.3) sugerują istnienie trzech
jednostek kooperatywnych na mol BSA. Hipotezę tę potwierdziła dobra jakość
dopasowania krzywej DSC uzyskana w modelu dwustanowym z trzema nieza-
leżnymi przejściami i Cp = 0, co ilustruje rys. 7.
Przebieg procesu termicznej denaturacji BSA może być zatem powiązany
z trójdomenową strukturą albuminy. Parametry trzech niezależnych przejść
składowych uzyskane dla modelu dwustanowego zebrano w tabeli 4. Biorąc pod
uwagę wielkość efektu cieplnego, wkład od poszczególnych domen, podążając
w kierunku rosnącej temperatury przejścia, oszacowano na: 27%, 42%, 31%
± 2% (MICHNIK, 2003).
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T a b e l a 3
Parametry termodynamiczne (± błąd standardowy średniej) uzyskane w ramach modelu niedwu-
stanowego przy założeniu jednoskładnikowego przejścia termicznego rozfałdowania BSA
Stężenie / 10–5 M Tm / °C Hcal / kJ mol–1 HvH / kJ mol–1 Hcal / HvH
2,9
4,4
7,4
69,4 ± 0,9
70,1 ± 0,5
70,9 ± 0,7
934 ± 71
989 ± 134
1022 ± 42
263 ± 10
303 ± 24
339 ± 16
3,55
3,26
3,01
Rys. 7. Dopasowanie krzywej DSC wołowej albuminy nieodtłuszczonej w roztworze wodnym
w ramach modelu dwustanowego z trzema przejściami niezależnymi, Cp = 0 (——) — krzywa
doświadczalna, (······) — wynik analizy dekonwolucyjnej (MICHNIK, 2003)
Temperatura [°C]
C
p
/
k
J
m
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l–
1
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1
Próba zastosowania modelu z przejściami sekwencyjnymi, opisanego w roz-
dziale 4.3, dała gorsze rezultaty w porównaniu z modelem zakładającym przejś-
cia niezależne.
Przypisanie trzem przejściom składowym niezależnego rozfałdowania trzech
domen BSA znajduje uzasadnienie w udokumentowanych wcześniej przez in-
nych autorów powiązaniach między danymi termodynamicznymi i strukturalny-
mi dla białek. Wykazano np. dobrą zgodność parametrów termodynamicznych
otrzymanych w wyniku analizy dekonwolucyjnej przejścia DSC dla plasminoge-
nu, z parametrami zmierzonymi w oddzielnych eksperymentach DSC dla jego
proteolitycznych fragmentów (PRIVALOV, POTEKHIN, 1986). Także dla albuminy
ludzkiej (w buforze fosforanowym, pH 7,0), temperatury i zmiany entalpii
dwóch przejść przypisanych fragmentowi zawierającemu aminokwasy 198—585
dobrze odpowiadały parametrom tych przejść znalezionych na podstawie dekon-
wolucji piku DSC uzyskanego dla całej makromolekuły (TIKTOPULO et al.,
1985). Gorsza okazała się analogiczna zgodność uzyskanych przez tych autorów
parametrów dla albuminy wołowej (odtłuszczonej), w przypadku której badano
fragment złożony z sekwencji aminokwasów 198—581.
Dla albuminy wołowej odtłuszczonej, dla której obserwowane w roztworach
wodnych przejście było bimodalne, zaproponowano model denaturacji uwzględ-
niający rozpad cząsteczki na dwa niezależnie rozfałdowujące się fragmenty. Jak
pokazano na rys. 8, dobre dopasowanie krzywej DSC uzyskano z zastosowa-
niem modelu dwustanowego z Cp = 0, zakładając obecność dwóch przejść
składowych. Podobne pod względem jakości oraz wartości parametrów dopaso-
wanie otrzymano w ramach modelu niedwustanowego z dwoma przejściami (ta-
bela 5). Wyniki analizy dekonwolucyjnej wykazały 66% i 34% udział odpo-
wiednio nisko- i wysokotemperaturowego przejścia w całkowitej zmianie
entalpii procesu (MICHNIK, 2003). Przyjmując, że Trp212 stanowi miejsce po-
działu cząsteczki na dwie podjednostki (co sugeruje hipoteza M. YAMASAKI et
al. (1990) o występowaniu szczeliny w pobliżu Trp212), z których jedna składa
się z 370, a druga z 212 aminokwasów, można wnioskować, że udział tych frag-
mentów w ogólnej liczbie (582) aminokwasów cząsteczki BSAf wynosi 64%
i 36%. Dobra korelacja pomiędzy wymienionymi udziałami procentowymi ami-
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T a b e l a 4
Parametry termodynamiczne (± błąd standardowy średniej) uzyskane w ramach modelu dwusta-
nowego przy założeniu trzech niezależnych przejść składowych dla procesu termicznego rozfałdo-
wania BSA
Stężenie
/ 10–5 M
T1 / °C
H1
/ kJ mol–1
T2 / °C
H2
/ kJ mol–1
T3 / °C
H3
/ kJ mol–1
2,9
4,4
7,4
65,7 ± 1,2
66,1 ± 0,5
66,4 ± 0,9
249 ± 14
283 ± 24
307 ± 36
68,2 ± 0,3
69,5 ± 0,7
70,8 ± 0,7
396 ± 39
455 ± 30
469 ± 28
75,0 ± 0,5
75,9 ± 1,6
76,7 ± 1,1
313 ± 13
300 ± 20
328 ± 14
nokwasów budujących podjednostki a efektami cieplnymi przypisanymi przejś-
ciom składowym wskazuje na wyodrębnienie dwóch jednostek strukturalnych
podczas termicznego rozfałdowania cząsteczki BSAf.
Denaturacja odtłuszczonej albuminy przebiega zatem w dwóch etapach.
Wskazany podział sugeruje, że najpierw następuje rozfałdowanie C-fragmentu,
zawierającego domenę III i większą część domeny II, a następnie w wyższych
temperaturach N-fragmentu, zawierającego domenę I i mniejszą część domeny
II. Ten wniosek różni się od zaproponowanego przez C. GIANCOLĘ et al. (1997),
że niskotemperaturowe przejście dla odtłuszczonej albuminy odpowiada kolap-
sowi domeny I, a wysokotemperaturowe — podjednostki złożonej z domen II
i III. Obydwie sugestie, choć z pozoru sprzeczne, mogą być jednak prawdziwe,
ponieważ badania prowadzono w innych warunkach doświadczalnych (w pracy
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Rys. 8. Dopasowanie krzywej DSC wołowej albuminy odtłuszczonej w roztworze wodnym w ra-
mach modelu dwustanowego z dwoma przejściami niezależnymi, Cp = 0; (——) — krzywa do-
świadczalna, (······) — wynik analizy dekonwolucyjnej (MICHNIK, 2003)
Temperatura [°C]
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T a b e l a 5
Parametry termodynamiczne (± błąd standardowy średniej) uzyskane w ramach modelu niedwu-
stanowego przy założeniu dwóch przejść składowych dla procesu termicznego rozfałdowania
BSAf (stężenie białka 7,4 · 10–5 M) (MICHNIK, 2003)
T1 / °C
Hcal,1
/ kJ mol–1
HvH,1
/ kJ mol–1
Hcal,1
/ HvH,1
T2 / °C
Hcal,2
/ kJ mol–1
HvH,2
/ kJ mol–1
Hcal,2
/ HvH,2
55,8 ± 0,5 346 ± 18 277 ± 16 1,25 69,6 ± 0,6 176 ± 18 236 ± 20 0,75
GIANCOLI et al. w 0,01 M buforze fosforanowym pH 7, w obecności 0,15 M
NaCl, a w pracy A. Michnik w roztworach wodnych o niższym pH (5,5—6,0)
i niższym stężeniu białka), a jak wskazują rozważania przeprowadzone w dal-
szej części tej pracy, w rozdziale 6.1, podział cząsteczki albuminy na struktu-
ralne podjednostki w procesie termicznej denaturacji uwarunkowany jest np.
wartościami pH roztworu.
Opracowanie krzywych DSC dla albuminy ludzkiej zarówno odtłuszczonej,
jak i nieodtłuszczonej pozwoliło stwierdzić, że stosunek entalpii kalorymetrycz-
nej do entalpii van’t Hoffa wynosi około 5—6, wskazując na większą niż 3
liczbę kooperatywnych podjednostek przy ich termicznym rozfałdowaniu. Jed-
nakże już przy założeniu trzech niezależnych przejść składowych w zastosowa-
nym modelu dwustanowym z Cp = 0 uzyskano satysfakcjonujące rezultaty
(rys. 9) (MICHNIK et al., 2007 b, 2008). Wyniki dla obydwu albumin ludzkich
zestawiono w tabeli 6. Sugestia o występowaniu trzech strukturalnych podjed-
nostek w procesie termicznej denaturacji albuminy ludzkiej jest zgodna z pro-
pozycjami innych autorów (TIKTOPULO et al., 1985; STOKKUM et al., 1995).
Jeśli tak jak dla BSA, przypisać wyodrębnione przejścia składowe rozfałdo-
waniu poszczególnych domen, dla albuminy ludzkiej nieodtłuszczonej proporcje
pomiędzy wkładami efektów cieplnych są nieco inne niż dla BSA. Dla składo-
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Rys. 9. Dopasowanie krzywej DSC ludzkiej albuminy nieodtłuszczonej w roztworze wodnym
w ramach modelu dwustanowego z trzema przejściami niezależnymi, Cp = 0; (——) — krzywa
doświadczalna, (······) — wynik analizy dekonwolucyjnej (opracowanie własne)
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wych uporządkowanych według rosnącej temperatury przejścia wkłady te wy-
noszą: 23, 35, 42 ± 5%, występuje zatem zamiana wielkości efektów cieplnych
związanych z domenami, których rozfałdowanie zachodzi w zakresie wyższych
temperatur. W przypadku albuminy ludzkiej odtłuszczonej wkłady od poszcze-
gólnych podjednostek są bardzo podobne, ich udziały to: 32%, 33%, 35% ± 5%
całkowitego efektu cieplnego. Te proporcje określone dla roztworów wodnych
albuminy są nieco inne niż wynikające z wartości zmian entalpii wyznaczonych
przez E.I. TIKTOPULĘ et al. (1985) w buforze fosforanowym o pH 7 dla trzech
kolejnych przejść składowych: 377, 303, 327 kJ mol–1, ale same wartości tych
zmian entalpii w roztworach wodnych są zbliżone: 313, 333, 347 kJ mol–1,
a całkowity efekt cieplny bardzo podobny: 993 kJ mol–1 (± 50 kJ mol–1) w roz-
tworach wodnych (MICHNIK et al., 2008) i 1007 kJ mol–1 w 10 mM buforze
fosforanowym oraz 975 kJ mol–1 w tym samym buforze, ale z dodatkiem
30 mM NaCl (TIKTOPULO et al., 1985).
Znacznie lepsze dopasowania krzywych DSC albuminy ludzkiej otrzymano
w modelu dwustanowym z trzema przejściami składowymi, ale uwzględ-
niającym efekty Cp (MICHNIK et al., 2007 b, 2008). Wartości parametrów uzy-
skane w ramach modelu z Cp  0 dla obydwu surowiczych albumin ludzkich:
HSA i HSAf, zilustrowano na rys. 10.
Zastosowanie modelu z Cp  0 daje dodatkowe informacje na temat zmian
pojemności cieplnej w każdym ze składowych procesów zachodzących w trak-
cie przejścia. Znajomość zmian pojemności cieplnej przy rozfałdowaniu białka
ułatwia wnioskowanie dotyczące zmian w dostępności polarnych i niepolarnych
reszt aminokwasowych na działanie wodnego rozpuszczalnika (LADBURY,
CHOWDHRY, 1998; LOLADZE et al., 2001).
Pomiędzy odpowiednimi parametrami przejść (Tmi, Hi, i = 1, 2, 3) uzy-
skanymi w obydwu modelach dwustanowych (z Cp = 0 i z Cp  0) nie
stwierdzono istotnych statystycznie różnic. Zarówno dla odtłuszczonej, jak i nie-
odtłuszczonej albuminy otrzymano dodatnią zmianę pojemności cieplnej
w dwóch pierwszych przejściach i ujemną dla trzeciego, wysokotemperaturowe-
go. Jak wynika z doniesień literaturowych, dodatnia zmiana pojemności cieplnej
jest związana z hydratacją molekuł niepolarnych, a ujemna z transferem mole-
kuł polarnych do wody (rozpuszczaniem grup polarnych w wodzie) (DILL, 1990;
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T a b e l a 6
Parametry termodynamiczne (± odchylenie standardowe) uzyskane w ramach modelu dwustano-
wego przy założeniu trzech niezależnych przejść składowych dla procesu termicznego rozfałdo-
wania albumin ludzkich (stężenie białka 2,25 · 10–5 M)
Albumina T1 / °C
H1
/ kJ mol–1
T2 / °C
H2
/ kJ mol–1
T3 / °C
H3
/ kJ mol–1
HSA
HSAf
66,0 ± 1,4
55,0 ± 1,0
253 ± 43
313 ± 29
72,1 ± 0,5
64,3 ± 1,3
374 ± 38
333 ± 32
79,8 ± 0,4
71,9 ± 1,3
456 ± 36
347 ± 48
MURPHY et al., 1990, 1991; LOLADZE et al., 2001). Także agregacja białka może
być odpowiedzialna za ujemną wartość Cp.
Rozważając model niedwustanowy, dobre dopasowanie piku termicznej de-
naturacji HSA oraz HSAf otrzymano już z uwzględnieniem dwóch przejść
składowych (MICHNIK et al., 2006 a), co ilustruje rys. 11. Jak wynika z danych
przedstawionych w tabeli 7, stosunek entalpii kalorymetrycznej do entalpii van’t
Hoffa dla przejścia zachodzącego w niższej temperaturze wynosi około 3, suge-
rując 3 podjednostki kooperatywne uczestniczące w przejściu. Natomiast dla
przejścia w wyższej temperaturze jest on mniejszy od 1, sugerując przejście nie-
odwracalne. Wyniki te przemawiają za poprawnością podejścia, w którym roz-
waża się trzy strukturalne jednostki przy rozfałdowaniu albuminy ludzkiej, ale
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Rys. 10. Parametry (Tm, H, Cp) dopasowania krzywych DSC dla HSA (słupki kreskowane)
i HSAf (słupki kropkowane) w modelu dwustanowym z trzema przejściami (I, II, III), Cp  0
(opracowanie własne)
T a b e l a 7
Parametry termodynamiczne (± błąd standardowy średniej) uzyskane w ramach modelu niedwu-
stanowego przy założeniu dwóch przejść składowych dla procesu termicznego rozfałdowania
HSA i HSAf (stężenie białka 7,5 · 10–5 M) (MICHNIK et al., 2006 a)
Albumina T1 / °C
Hcal,1
/ kJ mol–1
HvH,1
/ kJ mol–1
Hcal,1
/ HvH,1
T2 / °C
Hcal,2
/ kJ mol–1
HvH,2
/ kJ mol–1
Hcal,2
/ HvH,2
HSA
HSAf
73,4 ± 0,2
62,5 ± 0,3
761 ± 20
760 ± 14
265 ± 5
251 ± 5
2,9
3,0
82,2 ± 0,2
71,9 ± 0,6
263 ± 31
83 ± 15
613 ± 26
511 ± 53
0,4
0,2
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Rys. 11. Dopasowanie krzywych DSC albumin: A — HSA oraz B — HSAf w ramach modelu
niedwustanowego z dwoma przejściami; (——) — krzywa doświadczalna, (······) — wynik analizy
dekonwolucyjnej (MICHNIK et al., 2006 a)
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wskazują też na występowanie efektu zakłócającego, związanego z nieodwra-
calną przemianą pewnej frakcji, czy fragmentów makromolekuł.
Podsumowując uzyskane wyniki analiz procesu termicznej denaturacji albu-
min w roztworach wodnych (MICHNIK, 2003; MICHNIK et al., 2005 a, 2006 a,
2007 b, 2008), można stwierdzić, że w ustalonych warunkach eksperymental-
nych przebiegi przemian konformacyjnych albuminy są charakterystyczne dla
różnych jej rodzajów (ludzka, wołowe) oraz form (odtłuszczona i nieodtłuszczo-
na). Wyznaczone parametry termodynamiczne przejść wskazały mniejszą
trwałość termiczną albumin pozbawionych kwasów tłuszczowych, potwierdzając
ochronny wpływ tych kwasów na trwałość struktury białka. Spełnienie kryte-
riów dopuszczających możliwość rozważania termicznego rozfałdowania albu-
miny w ramach termodynamiki równowagowej pozwoliło na przeprowadzenie
analizy dekonwolucyjnej przejścia DSC odzwierciedlającego ten proces. Należy
podkreślić, że w innych warunkach środowiskowych, w których omawiany pro-
ces byłby nieodwracalny (np. w roztworze soli fizjologicznej) i zależny od
szybkości skanowania, podejście równowagowe nie byłoby możliwe. Przy-
kładem białka, dla którego analiza procesu termicznej denaturacji w roztworach
wodnych wymagała uwzględnienia efektów kinetycznych, jest hemoglobina. Ze
względu na słabą odwracalność przejścia reprezentującego ten proces oraz jego
zależność od szybkości skanowania zastosowano w tym przypadku modele
omówione w rozdzale 3.2, łączące etapy równowagowe i kinetyczne (MICHNIK
et al., 2005 b).
Zgodnie z przeprowadzoną w ramach wybranych modeli analizą dekonwolu-
cyjną przejścia związanego z procesem termicznej denaturacji albuminy w nie-
modyfikowanych roztworach wodnych, można wnioskować, że:
— rozfałdowanie albuminy wołowej odtłuszczonej obejmuje dwa zasadnicze eta-
py: rozfałdowanie C-końcowego fragmentu molekuły, zawierającego domenę
III oraz większą część domeny II, a następnie rozfałdowanie N-końcowego
fragmentu, utworzonego przez domenę I oraz mniejszą część domeny II;
— w procesie rozfałdowania albuminy wołowej nieodtłuszczonej oraz obydwu
albumin ludzkich ujawniają się trzy kooperatywne podjednostki.
Rozfałdowaniu najmniej trwałej termicznie podjednostki albuminy ludzkiej
(odtłuszczonej i nieodtłuszczonej) towarzyszy dodatnia zmiana pojemności
cieplnej, wskazująca na dominację efektów związanych z odsłanianiem grup
niepolarnych. Przy rozfałdowaniu drugiej podjednostki wartość Cp jest także
dodatnia, ale bardzo mała, w granicach błędu równa zeru. Rozfałdowanie trze-
ciej podjednostki przebiega z ujemną zmianą pojemności cieplnej, sugerując
przewagę wkładów pochodzących od odsłaniania grup polarnych lub występo-
wanie zjawiska agregacji.
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6.  Termiczna  denaturacja  albuminy  surowicy
w  roztworach  wodnych  modyfikowanych
wybranymi  czynnikami  chemicznymi
6.1.  Przemiany  BSA  w  roztworach  o  pH  w  zakresie  3,5—7,0
Wartość pH, podobnie jak temperatura, wpływa na stan białka i trwałość
jego konformacji. Zmiany pH powodują modyfikację sieci wiązań wodoro-
wych, lokalne zmiany konformacyjne mające związek z protonacją i deproto-
nacją, ulegających tym zjawiskom grup w białku, np. histydyny (YANG, JR,
1996). Białka często są stabilne tylko w wąskim zakresie pH. W przypadku
ekstremalnych wartości pH, dalekich od pI danego białka, wzrasta elektrosta-
tyczne odpychanie pomiędzy podobnymi ładunkami i białko wykazuje tenden-
cję do rozfałdowania (DILL, 1990; WANG, 1999). Następuje zmiana struktury
trzeciorzędowej, cząsteczka przyjmuje strukturę przestrzenną bardziej roz-
ciągniętą w stosunku do natywnej (BASOWA et al., 2002). Denaturacja białek
w ekstremalnych wartościach pH często prowadzi do znaczących zmian struk-
tury drugorzędowej (KADI et al., 2006; YANG et al., 2007; DOCKAL et al.,
2000 a). Indukowana zmianami pH denaturacja białek może być zjawiskiem
odwracalnym. Zmiany pH mocno wpływają jednakże na szybkość agregacji
białek. Występowanie zjawiska agregacji prowadzi natomiast do nieodwracal-
ności procesu denaturacji.
W zależności od pH roztworu albumina występuje w różnych formach
izomerycznych, co zostało opisane przez Fostera w pracach z lat 1960, 1977,
a następnie potwierdzone badaniami prowadzonymi różnymi technikami
(PETERS, 1985; SADLER, DRUCKER, 1993; DOCKAL et al., 2000 a; KADI et al.,
2006).
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E <-------> F <-------> N <-------> B <-------> A
pH przejścia: 2,7 4,3 8 10
nazwa: Expanded Fast Normal Basic Aged
rozciągnięta szybka normalna zasadowa zestarzała
% -helisy: 35 45 55 48 48
Izomeryczne formy albuminy surowicy wo³owej (PETERS, 1985)
Początkowo uważano, że przy przejściu NF następuje rozfałdowanie do-
meny III (KHAN, 1986). Późniejsze badania metodą 1H NMR pokazały, że zmia-
ny nie dotyczą wyłącznie domeny III, ale poniżej pH 4,5 występuje też roz-
fałdowanie w regionie N-końca (SADLER, DRUCKER, 1993). Z kolejnych,
nowszych prac, prowadzonych metodami: dichroizmu kołowego (CD) i fluore-
scencji (DOCKAL et al., 2000 a) wywnioskowano, że przy przejściu NF ma
miejsce rozluźnienie struktury głównie domeny III HSA oraz, że domena I ule-
ga strukturalnej reorganizacji z niewielkimi zmianami w strukturze drugorzę-
dowej, podczas gdy domena II przekształca się w stan podobny do tzw.
molten-globuli. Forma F charakteryzuje się dramatycznym wzrostem lepkości,
znacznie mniejszą rozpuszczalnością i znaczącą utratą zawartości struktury
-helikalnej. Interesującym zjawiskiem, zaobserwowanym przy obniżaniu pH
od 7 do 4 jest stopniowy wzrost ściśliwości BSA (KADI et al., 2006). Natomiast
ze spadkiem pH od 3 do 2 następuje zmniejszanie się adiabatycznej ściśliwości.
Rozciągnięta forma E ma zwiększoną lepkość wewnętrzną i zwiększony hydro-
dynamiczny stosunek osi.
Podwyższenie pH z 7 do 9 powoduje ekspansję molekuły (ZUNSZAIN et al.,
2003 a), albumina zmienia konformację i przyjmuje formę zasadową (B).
W formie B silniejsze stają się fluktuacje głównego łańcucha albuminy, zmniej-
sza się jej konformacyjna stabilność i termiczna trwałość (KOSA et al., 1998 b).
Przy przejściu NB domeny I i II ulegają izomeryzacji struktury trzeciorzędo-
wej, podczas gdy dla domeny III nie zaobserwowano żadnych zmian w jej
strukturze trzeciorzędowej (DOCKAL et al., 2000 a). Jeśli roztwór albuminy jest
przechowywany w pH 9, przy niskiej sile jonowej w temperaturze 3°C przez
3—4 dni, zachodzi izomeryzacja do formy A.
Doniesienia literaturowe na temat badań wpływu pH na albuminę surowicy
techniką DSC dotyczą głównie jej formy odtłuszczonej (TIKTOPULO et al., 1985;
BARONE et al., 1992, 1995; GIANCOLA et al., 1997; KOSA et al., 1998 b;
YAMASAKI et al., 1990). Albumina krążąca w organizmie w warunkach fizjolo-
gicznych zawiera zwykle kwasy tłuszczowe, przeciętnie 1—2 cząsteczki na mol
białka. Autorka tej pracy zbadała zależności krzywych DSC albuminy, zawie-
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rającej fizjologiczne ilości kwasów tłuszczowych, od pH roztworu (MICHNIK
et al., 2005 a). Najważniejszymi kwasami tłuszczowymi związanymi z albu-
miną są: kwas palmitynowy, stearynowy, oleinowy, linolowy. Łącznie stanowią
one około 86% wszystkich kwasów tłuszczowych przyłączonych do albuminy
(NIELSEN et al., 1997). S. CURRY et al. (1999) zasugerowali, że w warunkach fi-
zjologicznych najbardziej prawdopodobnym z siedmiu miejsc wiążących kwasy
tłuszczowe (omówionych w rozdziale D I Dodatku) jest to ulokowane w subdo-
menie IIIB.
Przebieg procesu termicznego rozfałdowania albuminy nieodtłuszczonej
w roztworach o wartościach pH od 7,0 do 3,5 zbadano dla dwóch stężeń albu-
miny: c1 = 0,022 mM i c2 = 0,044 mM (MICHNIK et al., 2005a). Stwierdzono
wyraźny wpływ pH zarówno na kształt krzywej DSC, jak i na wartości parame-
trów opisujących obserwowane przejście oraz zależność efektu pH od stężenia
albuminy. Jak ilustruje rys. 12, w zakresie pH od 5,5 do 7,0 krzywe DSC albu-
miny są bardzo podobne i charakteryzują się pojedynczym przejściem endoter-
micznym. Przy obniżaniu wartości pH do około 4 obserwuje się „poszarpanie”
fragmentu krzywej DSC odpowiadającego końcowemu zakresowi temperatur
śledzonego przejścia, świadczące o wytrącaniu się białka i towarzyszącej roz-
fałdowaniu agregacji. Przy dalszym obniżaniu pH, poniżej wartości 4, przejście
staje się bimodalne, przy czym bimodalność ta pojawia się nieco wcześniej
(przy pH 3,8) w przypadku roztworu albuminy o niższym stężeniu. Dla albumi-
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Rys. 12. Wpływ pH na krzywe DSC albuminy surowicy wołowej BSA; stężenie 0,022 mM; szyb-
kość skanowania 1°C min–1 (MICHNIK et al., 2005)
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ny o wyższym stężeniu bimodalność ujawniła się przy pH 3,5, kiedy to przejś-
cie dla albuminy o niższym stężeniu uległo dalszym znacznym modyfikacjom
(mały pojedynczy pik pokazany na rys. 12), wskazując, że zmiany związane
z obniżaniem wartości pH zachodzą szybciej w roztworach o niższym stężeniu
białka.
Zależność przebiegu procesu termicznej denaturacji albuminy od pH roz-
tworu została potwierdzona wyznaczonymi parametrami przejścia: Tm, H oraz
HHW. Najwyższe i jednocześnie zbliżone temperatury przejścia stwierdzono
w warunkach pH 4,0 i 5,8. Pozostałe wartości Tm były znacząco niższe, a różni-
ce między nimi istotne statystycznie. Rozpiętość wartości Tm w badanym zakre-
sie pH (3,5—7,0) dla BSA o wyższym stężeniu to: 67,5 ± 0,1°C (pH = 4,0) do
52,7 ± 0,5°C (pH = 3,5). Temperatury denaturacji BSA w roztworach o dwa
razy niższym stężeniu były o około 2,5°C niższe. Największą wartością entalpii
denaturacji charakteryzowało się przejście przy pH 4,0, a najmniejszą przy
pH 3,5. Z wyjątkiem zmian entalpii w warunkach pH 5,8 oraz 7,0 wszystkie
pozostałe wartości H istotnie różniły się między sobą. Stwierdzono statystycz-
nie istotną różnicę między szerokością przejścia w roztworach o niskim i wyso-
kim stężeniu BSA przy pH 4,0 (pierwsza z wartości HHW większa).
Biorąc pod uwagę dostępne dane literaturowe, porównania uzyskanych para-
metrów przejścia z danymi literaturowymi można dokonać dla pH 7,0. Wartości
otrzymane przez A. MICHNIK et al. (2005 a): Tm = 63,8 ± 0,1°C, H = 708 kJ
mol–1 dla stężenia BSA 0,022 mM i Tm = 66,2 ± 0,3°C, H = 745 kJ mol
–1 dla
stężenia 0,044 mM są zbliżone, choć nieco niższe od otrzymanych przez
F. ZHANG et al. (1999) w podobnych warunkach eksperymentalnych, ale w bufo-
rze fosforanowym: Tm = 67,6°C, H = 213 kcal mol
–1 = 893 kJ mol–1.
Aby uzyskać więcej informacji na temat przebiegu procesu termicznego roz-
fałdowania albuminy w roztworach różniących się pH, przeprowadzono analizę
dekonwolucyjną krzywych DSC. Na podstawie przeprowadzonych badań odwra-
calności przejścia w roztworach o pH 7 i 4 oraz zależności jego parametrów od
szybkości skanowania podjęto decyzję o analizie w ramach termodynamiki rów-
nowagowej. Stężeniowa zależność rozpatrywanego procesu sugerowała występo-
wanie równowagi asocjacyjno-dysocjacyjnej. Jednakże próby zastosowania mo-
delu dwustanowego uwzględniającego dysocjację cząsteczki na n podjednostek
(opisanego w rozdziale 4.4): Nn  nU, gdzie N i U są odpowiednio stanami: na-
tywnym i rozfałdowanym, nie dały satysfakcjonujących wyników. Najlepsze do-
pasowania do danych doświadczalnych uzyskano dla 2,6 < n < 3,8, ale ogólnie
jakość dopasowania nie była dobra, charakteryzowała się dużą wartością 2.
Rezygnując z modelu uwzględniającego dysocjację, zastosowano wcześniej
sprawdzony dla BSA w roztworze wodnym w zakresie wartości pH 5,5—6,5
(rozdział 5) model dwustanowy, zakładający istnienie trzech przejść składo-
wych. Model ten pozwolił uzyskać dobre dopasowania krzywych DSC w zakre-
sie wartości pH 5—7, ale nie był odpowiedni dla zakresu niskich wartości pH.
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Ostatecznie porównanie charakterystyk przejścia w całym analizowanym zakre-
sie pH umożliwiły modele niedwustanowe: z dwoma i trzema przejściami
składowymi. W przypadku danych DSC dla wyższego z badanych stężeń albu-
miny dopasowanie krzywych przy założeniu trzech przejść składowych charak-
teryzowało się znacznie lepszą jakością niż z uwzględnieniem dwóch przejść.
Na podstawie wyników uzyskanych z modelu zakładającego dwa przejścia
składowe wywnioskowano, że parametry przejścia realizowanego w zakresie
niższych temperatur (nazywanego pierwszym) zmieniają się w sposób istotny
wtedy, gdy staje się ono bimodalne. Poniżej odpowiadającej tym warunkom
wartości pH zarówno temperatura, jak i entalpia przejścia maleją. Temperatura
drugiego przejścia wykazuje natomiast dość zaskakującą tendencję. Ze wzro-
stem pH od 3,5 do 7,0 zaobserwowano spadek Tm2 o 4,1°C dla niższego
i o 3,4°C dla wyższego z badanych stężeń albuminy. Zmiany temperatury przej-
ścia nie były skorelowane ze zmianami entalpii denaturacji, pokazanymi w tabe-
li 8. Próbę uzasadnienia tendencji wzrostu temperatury drugiego przejścia ze
spadkiem pH oparto (MICHNIK et al., 2005 a) na znanym z doniesień literaturo-
wych zjawisku migracji kwasów tłuszczowych między molekułami albuminy
przy jej ogrzewaniu (PETERS, 1985).
Wyniki zebrane w tabeli 8 pozwalają zauważyć, że proporcje wkładów ciepl-
nych pochodzących od pierwszego i drugiego przejścia składowego różnią się
dla różnych pH. Wyznaczone przy pH 7,0 wartości parametrów wyodrębnionych
w wyniku analizy dekonwolucyjnej przejść składowych (Tm1 = 60,9 ± 0,3°C,
Hm1 = 348 ± 21 kJ mol
–1 i Tm2 = 66,5 ± 0,1°C, Hm2 = 378 ± 43 kJ mol
–1) są
bardzo podobne do otrzymanych przez E. KANG, J. SINGH (2003): (Tm1 = 60,9 ±
0,4°C, Hm1 = 289 ± 8 kJ mol
–1 i Tm2 = 66,4 ± 1,0°C, Hm2 = 310 ± 46 kJ
mol–1) przy pH 7,4. Autorka tej pracy nie doszukała się w literaturze danych
umożliwiających analogiczne porównania w przypadku innych wartości pH.
Oprócz temperatur i entalpii kalorymetrycznych przejścia wyznaczono war-
tości entalpii van’t Hoffa, HvH, pokazane dla różnych pH także w tabeli 8.
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T a b e l a 8
Wyniki analizy dekonwolucyjnej dla BSA (c1 = 0,022 mM, c2 = 0,044 mM) uzyskane w ramach
modelu niedwustanowego z dwoma przejściami (podano wartości średnie ± błąd standardowy
średniej) (MICHNIK et al., 2005 a)
pH
H1cal / kJ mol–1 H1cal / H1vH H2cal / kJ mol–1 H2cal / H2vH
c1 c2 c1 c2 c1 c2 c1 c2
3,5
3,8
4,0
5,8
7,0
—
266 ± 10
336 ± 54
492 ± 24
332 ± 11
323 ± 24
—
395 ± 38
347 ± 10
348 ± 21
—
1,1 ± 0,1
1,6 ± 0,3
2,1 ± 0,1
1,6 ± 0,1
1,5 ± 0,2
—
2,0 ± 0,2
1,7 ± 0,1
1,7 ± 0,2
—
138 ± 2
627 ± 40
249 ± 17
373 ± 11
181 ± 17
—
633 ± 69
506 ± 5
378 ± 43
—
0,4 ± 0,1
1,8 ± 0,2
0,5 ± 0,1
0,9 ± 0,1
0,5 ± 0,1
—
1,6 ± 0,2
1,2 ± 0,1
0,9 ± 0,1
Stosunek entalpii kalorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa Hcal / HvH dla
przejścia niskotemperaturowego przyjmuje wartości większe od 1 dla każdego
pH, wskazując na obecność stanów pośrednich lub więcej niż jednej podjed-
nostki kooperatywnej podczas rozfałdowania białka. W zakresie pH od 4,0 do
7,0 wynosi on około 2, sugerując dwie strukturalne podjednostki, a poniżej
wartości pH 4,0 jest bliższy wartości 1. Dla drugiego przejścia, wysokotempe-
raturowego, trudno zaobserwować prawidłowości w przyjmowanych warto-
ściach stosunku Hcal,2 / HvH,2. W kwasowym środowisku (pH 3,5 oraz 3,8)
wynosi on około 0,5, sugerując dimeryzację molekuł. Dla pH 4,0 wartości
około 1,8 dla wyższego i 1,6 dla niższego stężenia albuminy wskazują na licz-
bę podjednostek bliższą 2 niż 1. W pobliżu neutralnych wartości pH bliski
wartości 1 stosunek entalpii kalorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa mówi
o rozfałdowaniu jednej podjednostki w przejściu dwustanowym. Proces repre-
zentowany przez drugi pik analizowanego przejścia endotermicznego jest zatem
silnie uwarunkowany zmianami pH roztworu białka.
Zaprezentowane wcześniej wyniki sugerują istnienie trzech podjednostek
ujawniających się w procesie termicznej denaturacji BSA, przy czym zmiany
pH modyfikują podział cząsteczki na te podjednostki.
W przypadku roztworu BSA o wyższym stężeniu (0,044 mM) wyraźnie lep-
sze dopasowanie krzywych DSC uzyskano w ramach modelu niedwustanowego
z trzema przejściami składowymi (I—III), co potwierdza zasugerowane przez
analizę modelu z dwoma przejściami wyodrębnienie się w trakcie procesu ter-
micznej denaturacji albuminy trzech strukturalnych podjednostek. Wyniki zapre-
zentowane w tabeli 9 są zgodne z wcześniejszym wnioskiem, że energetyczne
wkłady poszczególnych przejść składowych zależą od pH roztworu. Warto za-
uważyć, że niezależnie od wartości pH zmiana entalpii odpowiadająca środko-
wemu (II.) przejściu jest zawsze największa. Wspólną cechą przebiegu procesu
termicznej denaturacji BSA w roztworach różniących się kwasowością jest za-
tem to, że największy efekt cieplny towarzyszy rozfałdowaniu fragmentu ma-
kromolekuły reprezentowanemu przez środkowe przejście składowe.
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T a b e l a 9
Wyniki analizy dekonwolucyjnej dla BSA (stężenie 0,044 mM) uzyskane w ramach modelu nie-
dwustanowego z trzema przejściami I—III (podano wartości średnie ± błąd standardowy średniej)
(MICHNIK et al., 2005 a)
pH
Zmiana entalpii H / kJ mol–1
HIcal HIcal / HIvH HIIcal HIIcal / HIIvH HIIIcal HIIIcal / HIIIvH
3,5
4,0
5,8
7,0
46 ± 4
255 ± 50
402 ± 29
146 ± 12
0,1 ± 0,0
1,6 ± 0,4
2,2 ± 0,4
0,8 ± 0,2
289 ± 17
515 ± 79
406 ± 29
603 ± 8
1,2 ± 0,1
1,5 ± 0,3
1,0 ± 0,1
2,1 ± 0,1
184 ± 4
251 ± 50
213 ± 42
117 ± 8
0,5 ± 0,1
0,5 ± 0,1
0,4 ± 0,1
0,2 ± 0,0
Analiza rozpiętości wartości Tmi (i = I, II, III), zilustrowanych na rys. 13,
pozwala wywnioskować, że w roztworze o pH 5,8 makromolekuła BSA jest
najbardziej zwarta, a przy pH 3,5 jej struktura jest luźna, rozciągnięta (różnice
pomiędzy TmI i TmIII w tych warunkach wynoszą odpowiednio 5°C i 24°C). Ob-
raz ten jest zgodny z propozycjami struktur konformacyjnych izomerów N, F
i E albuminy (CARSON, 1987 — ich ilustracja graficzna zamieszczona została
np. w pracy: D.C. CARTER, J.X. HO, 1994 jako Fig. 12). Wartości TmI i TmII są
wyraźnie niższe dla albuminy w roztworze najbardziej kwaśnym z badanych,
natomiast dla wartości TmIII ujawnia się słaba tendencja malejąca ze wzrostem
pH, ale różnice między wartościami TmIII przy różnych pH okazały się nieistot-
ne statystycznie.
Wyznaczone dla poszczególnych przejść składowych stosunki Hcal / HvH
(tabela 9) dostarczyły informacji na temat różnic w przebiegu rozfałdowania
cząsteczki BSA w roztworach o pH 7,0 i 5,8. Przy pH 7,0 dla pierwszego przej-
ścia (I) przebiegającego w zakresie najniższych temperatur stosunek ten był bli-
ski 1, dla drugiego (II) wynosił około 2, a dla trzeciego (III), około 0,2. Przy
pH 5,8 wartości Hcal / HvH dla dwóch pierwszych przejść kształtowały się
odwrotnie, a dla trzeciego było to 0,4. Wyniki te sugerują, że przy pH 7,0
przejścia I i II z temperaturami: TmI  54°C i TmII  65,5°C reprezentują roz-
fałdowanie kolejno jednej, a następnie dwóch domen BSA. W przypadku pH
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Rys. 13. Zależność temperatur przejścia Tmi (i = I, II, III) od pH roztworu (model niedwustanowy
przy założeniu trzech przejść składowych) (opracowanie własne)
5,8 przejścia w temperaturach TmI  63°C i TmII  66°C są związane z roz-
fałdowaniem odpowiednio: dwóch, a następnie jednej domeny BSA. Zakła-
dając, że makromolekuła BSA dzieli się na podobne dwa fragmenty przy oby-
dwu wartościach pH: mniejszy — zawierający jedną z domen i większy —
zawierający dwie domeny, rozfałdowanie następowałoby od C- lub N-końca,
zależnie od pH. Taki wniosek jest w zgodzie z obserwacjami dotyczącymi pro-
cesu rozfałdowania odtłuszczonej formy albuminy wołowej w podobnych wa-
runkach pH. C. GIANCOLA et al. (1997) stwierdzili, że w roztworze o pH 7
N-końcowy fragment (domena I) rozfałdowuje się najpierw, czyli w zakresie
niższych temperatur, a następnie wspólnie rozfałdowują się domeny II i III. Au-
torka tej pracy wykazała (MICHNIK, 2003), że w roztworze wodnym o pH 5,8
większy C-końcowy fragment BSAf, zawierający domenę III oraz większą
część domeny II, rozfałdowuje się jako pierwszy, tzn. w zakresie niższych tem-
peratur. Przedstawione tu wyniki badań wyjaśniają zatem wspomnianą w roz-
dziale 9.4 pozorną sprzeczność między sugerowanymi przebiegami termicznego
rozfałdowania albuminy (GIANKOLA et al., 1997; MICHNIK, 2003).
Parametry trzeciego przejścia składowego, w tym także stosunek entalpii ka-
lorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa, były bardzo podobne w zakresie pH od
4,0 do 7,0. Prawdopodobne jest, że przejście to reprezentuje frakcję molekuł
stabilizowanych dodatkowo kwasami tłuszczowymi migrującymi podczas ogrze-
wania roztworu albuminy (PETERS, 1985). Mniejsza od 1 wartość Hcal / HvH
(0,2—0,5) wskazuje na agregację białka.
Podsumowując wyniki badań wpływu pH na przebieg termicznej denaturacji
albuminy wołowej zawierającej naturalnie obecne w niej kwasy tłuszczowe
(MICHNIK et al., 2005 a), można stwierdzić, że zaobserwowane zmiany w profi-
lach DSC albuminy powodowane zmianą pH roztworu, związane są w dużym
stopniu z przekształcaniem się poszczególnych izomerycznych form albuminy.
Należy też zauważyć, że kształt krzywej DSC odzwierciedla stan strukturalny
makromolekuły i zmienia się ze zmianą siły stabilizujących go oddziaływań.
Różne czynniki mogą jednak wywoływać podobne efekty. Zmiana pH w kie-
runku powodującym rozluźnienie struktury białka, a w następstwie jego roz-
fałdowanie z mniejszym nakładem energii cieplnej, może być równoważna
w sensie efektu widocznego na krzywej DSC zmianom czasowym zachodzącym
w roztworze białka. Śledząc takie zmiany w roztworach wodnych BSA
(MICHNIK et al., 2004), zaobserwowano, że pojedynczy pik dla świeżego roz-
tworu BSA w określonych warunkach środowiskowych i pomiarowych prze-
kształca się z czasem w pik z ramieniem, szerokie przejście bimodalne, a na-
stępnie w „szczątkowy”, mały pojedynczy pik reprezentujący prawdopodobnie
rozfałdowanie molekuły albuminy, której struktura uległa rozluźnieniu, a nawet
zniszczeniu w czasie przechowywania i tylko niewielki efekt cieplny wiąże się
z jej termiczną denaturacją. Podobny przebieg zmian zarejestrowano przy ob-
niżaniu pH poniżej wartości 4. Przekształcanie się formy N w F, a następnie
70
w E przy wzrastającej kwasowości związane jest z częściowym otwarciem ma-
kromolekuły. Przejście N—F prowadzi także do dużych zmian w hydratacji.
Zaobserwowano, że zmiany zachodzące ze zmniejszaniem się pH w roztworze
o niższym z badanych stężeniu albuminy wyprzedzały zmiany zachodzące
w roztworze o wyższym stężeniu. Wyraźnie różny obraz termicznego rozfałdo-
wania albuminy uzyskano dla obydwu stężeń przy pH 3,5. W tym stosunkowo
kwaśnym środowisku, w roztworze o niższym stężeniu, rozfałdowaniu makro-
molekuły BSA towarzyszy 4-krotnie mniejszy efekt cieplny niż w roztworze
o dwukrotnie wyższym stężeniu białka.
Warto podkreślić wynikające z przedstawionych tu badań i doniesień litera-
turowych różnice pomiędzy albuminą odtłuszczoną i nieodtłuszczoną. Badając
wpływ pH na termiczne rozfałdowanie albuminy odtłuszczonej, przy pH < 3,5,
M. YAMASAKI et al. (1990) nie obserwował już żadnego przejścia, podczas gdy
dla podobnego stężenia albuminy nieodtłuszczonej w badaniach A. MICHNIK et
al. (2005 a), niewielkie przejście stale było obserwowane. Mała entalpia ter-
micznej denaturacji obserwowana w tych warunkach świadczy o łatwym, prze-
biegającym z niewielkim efektem cieplnym, zniszczeniu struktury białka.
6.2.  Proces  termicznej  denaturacji  HSA  i  HSAf  w  roztworach  wodnych  etanolu
6.2.1.  Białka  w  roztworach  wodno-alkoholowych
Alkohole zmieniają natywną strukturę białka, w dużych stężeniach powo-
dując jego nieodwracalną denaturację. Już badania prowadzone przez W.W.
Lepeschkina w pierwszej połowie XX wieku (1923 rok) wskazały na podo-
bieństwo pomiędzy cieplną i powodowaną przez etanol denaturacją białek.
F.A. JOHNSON, D.H. CAMPBEL (1946) zaobserwowali, że alkohol przyspiesza
proces termicznej denaturacji białka oraz oszacowali, że w temperaturze 65°C
około 1,5 razy więcej cząsteczek etanolu łączy się z cząsteczkami globulin su-
rowicy ludzkiej, które uległy denaturacji, niż z natywnymi. Choć tematyka od-
działywania alkoholi z białkami jest stale aktualna w pracach naukowych, me-
chanizm działania alkoholi na biomolekuły pozostaje niejasny i jest nadal
problemem żywo dyskutowanym (KLEMM, 1998; HIROTA-NAKAOKA, GOTO,
1999; DWYER, BRADLEY, 2000; DESPHANDE et al., 2005; BANERJE, KISHORE,
2005).
Oddziaływania alkohol—białko są ważne nie tylko w kontekście lepszego
zrozumienia procesu fałdowania białek, wyjaśnienia natury sił stabilizujących
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ich natywną konformację, lecz mają także pewne znaczenie praktyczne
związane z poznaniem wpływu alkoholu na procesy biologiczne, szczególnie
te, w których białka odgrywają istotną rolę (LAKSHMAN et al., 1999; MOLINA-
-PEREZ et al., 2000). Mieszaniny wodno-alkoholowe są przedmiotem częstych
badań ze względu na specyficzny wpływ, jaki wywiera dodatek alkoholu na
właściwości i strukturę wody (D’ANGELO et al., 1994; TANIEWSKA-OSIŃSKA,
PIEKARSKI, 1994, 1984; PIEKARSKI, TKACZYK, 1995; ONORI, SANTUCCI, 1996;
TAKAMUKU et al., 2005). Oddziaływania molekularne w roztworach mogą być
z powodzeniem badane m.in. z zastosowaniem metod kalorymetrycznych
(PIEKARSKI, 2004).
Cząsteczka alkoholu zawiera grupę wodorotlenową, wbudowanie się jej za-
tem do przestrzennej sieci wiązań wodorowych jest prawdopodobnie łatwe
i wpływ alkoholu na wodę zależy głównie od wielkości i kształtu węglowodo-
rowego rodnika alkoholu. Rodniki alkoholowe zmieniają strukturę wody. Naj-
częściej wpływ alkoholi na budowę wody rozpatruje się jako klatratopodobną,
hydrofobową hydratację. Występowanie tego zjawiska powoduje utrudnioną
w porównaniu ze środowiskiem czystej wody solwatację jonów, a to wiąże się
ze zwiększeniem endotermicznych lub zmniejszeniem egzotermicznych efektów
rozpuszczania.
Alkohole prawdopodobnie nie tworzą silnych kompleksów z białkami. Jed-
nakże są doniesienia literaturowe świadczące o istnieniu słabych kompleksów,
powstających na zasadzie oddziaływań hydrofobowych pomiędzy łańcuchami
alifatycznymi alkoholi i resztami aminokwasowymi łańcuchów bocznych białka,
wspomaganych wiązaniami wodorowymi (LUBAS et al., 1979), a także o bezpo-
średnim wiązaniu alkoholu do różnych białek w specyficzny sposób (AVDULOV
et al., 1996; BRILL et al., 1976; KRUSE et al., 2003; MUHOBERAC et al., 1988).
Aktualnie panuje przekonanie, że alkohole są głównie donorami wiązania wo-
dorowego, a ich wiązanie do łańcucha polipeptydowego jest stabilizowane od-
działywaniami hydrofobowymi. Miejsca wiążące dla cząsteczek alkoholi są czę-
sto ulokowane w pobliżu N-końca, zawierają segment typu „zakręt” lub „pętla”,
które sąsiadują z -helisą (DWYER, BRADLEY, 2000).
Inna koncepcja zakłada pośredni efekt działania alkoholu, polegający na
zmianach właściwości rozpuszczalnika. Skutki wywoływane przez alkohol
w roztworach białek przypisywane są strukturalnej reorganizacji wody w obec-
ności alkoholu i specyficznym właściwościom mieszanin woda — alkohol (wy-
stępującym w zakresie składu, w którym dominuje woda). Za taką hipotezą
przemawia zauważona korelacja między wpływem alkoholu na konformacyjne
i dynamiczne właściwości biomolekuł i zmianami we właściwościach rozpusz-
czalnika wodno-alkoholowego (CALANDRINI et al., 2000, 2001).
Denaturujący efekt alkoholi jest w dużym stopniu spowodowany zmniejsze-
niem średniej wartości stałej dielektrycznej mieszanin wodno-alkoholowych
(DUFOUR et al., 1993; UVERSKY et al., 1997; ZAVODNIK et al., 1997). W rozpusz-
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czalnikach o niższej polarności oddziaływania hydrofobowe, stabilizujące na-
tywną strukturę, są osłabiane. Nie tylko destabilizacja trzeciorzędowej, lecz tak-
że zmiany w drugorzędowej strukturze białka pod wpływem alkoholu zostały
potwierdzone doświadczalnie (CHEN et al., 1999; HAMADA et al., 1995;
HERSKOVITS et al., 1970; HIROTA-NAKAOKA, GOTO, 1999; LIN et al., 1999, 2004
a, b; SHIRAKI et al., 1995; SUNDD et al., 2000).
Wypierając niektóre leki z ich miejsc wiążących w białkach, alkohol może
zmieniać farmakokinetykę. Dowiedziono, że etanol wpływa na wiązanie warfa-
ryny (leku o działaniu antykoagulacyjnym) do ludzkiej albuminy (HA et al.,
2000).
6.2.2.  Proces  termicznej  denaturacji  HSA  i  HSAf  w  obecności  etanolu
Modyfikacje struktur białkowych w roztworach wodno-alkoholowych w sto-
sunku do ich form natywnych w roztworach wodnych znajdują odzwierciedlenie
w zmianach przebiegu termicznej denaturacji białka. Specyfikę tego zjawiska
zbadano, stosując technikę różnicowej kalorymetrii skaningowej do poznania
przemian termicznych surowiczej albuminy ludzkiej w roztworach wodnych
w obecności etanolu (MICHNIK et al., 2006, 2007 a, b). Ze względu na sugestie,
że miejsca wiążące dla etanolu mają charakter hydrofobowy i mogą nimi być te
same, do których w albuminie wiążą się kwasy tłuszczowe (AVDULOV et al.,
1996), w pracach A. MICHNIK et al. skupiono uwagę na porównaniu od-
działywań etanolu z albuminą pozbawioną kwasów tłuszczowych oraz z tą, do
której przyłączone są kwasy tłuszczowe.
Biorąc pod uwagę fizjologię człowieka, najbardziej interesującym zakresem
stężeń alkoholu byłby taki, który odpowiada możliwym stężeniom alkoholu we
krwi po spożyciu alkoholu, tzn. od 0,1% v/v do 0,5% v/v. Farmakologiczne
efekty alkoholu są widoczne w zakresie stężeń 0,02—0,9% v/v (5—150 mM).
Jednakże tak małe stężenie etanolu nie powoduje dostrzegalnej zmiany
w kształcie i parametrach obserwowanego na krzywej DSC przejścia albuminy.
Przy stężeniu etanolu rzędu dziesiątych części M i stężeniu białka kilkadziesiąt
µM (odpowiednim w pomiarach mikrokalorymetrycznych) wartość stosunku
molowego etanolu do białka jest znacznie większa od tej, jaka może odpowia-
dać prawdopodobnym stężeniom we krwi.
Porównując profile DSC termicznej denaturacji HSA i HSAf, zilustrowane
na rys. 14 A i B, łatwo zauważyć, że wpływ etanolu na dwa badane rodzaje al-
buminy objawia się inaczej. Najwyraźniejszym efektem powodowanym przez
etanol odnośnie do albuminy nieodtłuszczonej jest obniżenie jej temperatury
przejścia (Tm), natomiast w stosunku do albuminy odtłuszczonej ujawnienie
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Rys. 14. Krzywe DSC nieodtłuszczonej (A) oraz odtłuszczonej (B) albuminy surowicy ludzkiej
w obecności wskazanych stężeń etanolu (% v/v); stężenie albuminy 0,0225 mM, szybkość skano-
wania 1°C min–1 (MICHNIK, 2007 b)
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jego bimodalnego charakteru. Ze wzrostem stężenia etanolu obserwuje się wy-
ostrzanie się piku w przypadku HSA (z wyjątkiem najwyższego z badanych
stężeń — 20% v/v), a poszerzanie z jednoczesnym wyodrębnieniem dwóch
maksimów lokalnych nadmiarowej pojemności cieplnej w przypadku HSAf.
Wspólnym dla obydwu albumin efektem dodania etanolu do ich wodnych roz-
tworów jest zredukowanie wartości Cp denaturacji. Podobny efekt, zaobser-
wowany przy rozfałdowaniu ubikwityny w obecności metanolu, gdzie Cp spa-
dało do wartości bliskiej zeru w 30% (v/v) metanolu, przedyskutowany został
w pracy D.N. WOOLFSON et al. (1993).
Przyczyna zmniejszenia szerokości połówkowej przejścia HSA w obecności
etanolu nie jest jasna. Próbą wytłumaczenia efektu może być wzrost koopera-
tywności przejścia uwarunkowany powstaniem bardziej zwartej struktury białka,
np. na skutek relacjonowanej przez autorów niektórych prac stabilizacji i wzro-
stu jego struktury -helikalnej w roztworach alkoholu (HIROTA-NAKAOKA, GOTO
1999; HAMADA et al., 1995; SHIRAKI et al., 1995; SUNDD et al., 2000; LIN et al.,
2004). Przy dużym, 20% v/v stężeniu etanolu wyostrzenie piku zanika, przejś-
cie rozpoczyna się w niższej temperaturze i rozciąga się w szerszym zakresie
temperatur, co świadczy o destabilizującym wpływie alkoholu na strukturę
białka (MICHNIK, DRZAZGA, 2007 b).
Efekt wzrostu szerokości połówkowej piku, obserwowany dla albuminy od-
tłuszczonej w obecności etanolu, przypisać można głównie pojawiającej się bi-
modalności przejścia. Maksimum pierwszego ze składowych przejść („I” — re-
alizowanego w zakresie niższych temperatur) przesuwa się w kierunku niższych
temperatur ze wzrostem stężenia etanolu, natomiast drugiego („II” — realizo-
wanego w zakresie wyższych temperatur) przesuwa się nieznacznie w kierunku
temperatur wyższych przy wzroście stężenia etanolu do około 3% v/v, a następ-
nie pozostaje praktycznie niezmienne do około 10% v/v. Opisane spostrzeżenia
wyjaśniono wiązaniem molekuł etanolu do albuminy (MICHNIK, 2007 a).
6.2.3.  Wiązanie  etanolu  do  albuminy
Przyczyną zmiany temperatury Tm rozfałdowania albuminy w roztworach
woda—etanol może być wiązanie molekuł etanolu do makromolekuły białka.
Wiązanie ligandów do formy natywnej białka powoduje wzrost, a wiązanie do
formy zdenaturowanej obniżenie wartości Tm (COOPER, 1993, 2000). Systema-
tyczne obniżanie się temperatury przejścia HSA ze wzrostem stężenia etanolu
świadczy o wiązaniu etanolu do zdenaturowanej formy albuminy nieodtłuszczo-
nej. Wyniki DSC dla albuminy odtłuszczonej sugerują, że w roztworach o ni-
skich stężeniach etanolu możliwe jest jego wiązanie zarówno do natywnych, jak
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i zdenaturowanych form makromolekuły, natomiast przy dużych stężeniach —
tylko do formy zdenaturowanej (MICHNIK, 2007 a, b).
W układach białko — ligand występowanie dwóch składowych przejścia
przypisuje się najczęściej oddzielnemu rozfałdowaniu dwóch frakcji białka: „bo-
gatej” i „ubogiej” pod względem przyłączonego liganda (SHRAKE, ROSS, 1988,
1990). Bimodalność przejścia opisującego termiczną denaturację albuminy
odtłuszczonej w obecności etanolu nie musi jednak wynikać z obecności róż-
nych frakcji molekuł białka. Można ją także wytłumaczyć oddzielnym rozfałdo-
waniem fragmentów makromolekuły albuminy, charakteryzujących się różną
trwałością termiczną. W podobny sposób w rozdziale 6 uzasadniono bimodalny
charakter termicznego rozfałdowania pozbawionej kwasów tłuszczowych albu-
miny surowicy wołowej w roztworach wodnych (MICHNIK, 2003). Zgodnie
z taką hipotezą w procesie denaturacji można wyodrębnić co najmniej dwa eta-
py. W pierwszym następuje rozfałdowanie fragmentu makromolekuły o niższej
termostabilności. Na skutek przyłączenia do niego molekuł etanolu jest on do-
datkowo destabilizowany, co prowadzi do obniżenia jego temperatury przejścia.
Drugie przejście składowe odpowiada fragmentowi rozfałdowującemu się w za-
kresie wyższych temperatur. Ewentualne wiązanie molekuł etanolu do tej części
albuminy wywiera przy niskim stężeniu alkoholu nieznaczny efekt stabilizujący.
Wskazuje to na wiązanie etanolu do niezmienionej makromolekuły, jeszcze
przed rozpoczęciem procesu jej rozfałdowania pod wpływem wzrostu tempera-
tury.
Biorąc pod uwagę doniesienia literaturowe o zajmowaniu przez etanol
miejsc wiążących kwasy tłuszczowe (AVDULOV et al., 1996) oraz fakt, że w za-
kresie badanych stężeń nie zaobserwowano podobnego efektu stabilizującego
w przypadku albuminy nieodtłuszczonej, prawdopodobne wydaje się bezpośred-
nie, specyficzne wiązanie etanolu do „pustych” po kwasach tłuszczowych
miejsc wiążących znajdujących się w bardziej trwałym termicznie fragmencie
makromolekuły. Stabilizujące działanie małych stężeń etanolu zaobserwowano
także dla innych białek. Wartość Tm receptorowego białka Interleukin-1 wzrasta
od 48,1°C do 48,6°C w obecności 5,1 mg/ml etanolu, ale maleje do 43,8°C
przy 50 mg/ml (REMMELE et al., 1998).
Na podstawie wyników badań odwracalności procesu termicznej denaturacji
albuminy w roztworach woda — etanol oraz ich zależności od szybkości skano-
wania, uznano, że — podobnie jak w roztworach wodnych — możliwa jest ana-
liza w ramach termodynamiki równowagowej (MICHNIK, 2007 b). Przyjmując
model równowagowy rozfałdowania białka z jednoczesnym wiązaniem ligan-
dów, zmianę Tm ze wzrostem stężenia liganda można powiązać z dodatkową
energią Gibbsa stabilizacji (G), gdy ligand wiąże się do natywnego białka
lub destabilizacji (–G), gdy ligand wiąże się do formy rozfałdowanej
(COOPER, 2000). Zakładając, że makromolekuła albuminy ma n identycznych,
niezależnych miejsc wiążących dla etanolu, z takimi samymi stałymi asocjacji
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Kb, energia swobodna Gibbsa rozfałdowania białka w danej temperaturze (T)
jest dana przez:
(7.1)G = G0 – nRT ln(1 + Kb[et]),
gdzie: R jest stałą gazową, [et] — stężeniem swobodnego etanolu (w przepro-
wadzonym eksperymencie za [et] przyjęto stężenie całkowite etanolu ze wzglę-
du na jego nadmiar w stosunku do białka), G0 — energią swobodną Gibbsa
rozfałdowania białka w nieobecności liganda.
Rozważając wiązanie etanolu do rozfałdowanej formy albuminy oraz
przyjmując T1/2[et] jako temperaturę, w której G rozfałdowania białka w roz-
tworze o określonym stężeniu etanolu [et] równa się zero (w tej temperaturze
proces rozfałdowania zrealizowany jest w 50%), G można wyrazić dwo-
jako:
(7.2)G = nRT1/2[et] ln(1 + Kb[et]),
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gdzie: T1 2
0
/ jest temperaturą T et1 2/ [ ] przy zerowym stężeniu etanolu. Wartość C p
0
wyznaczono z zależności H T et( )/ [ ]1 2 względem T et1 2/ [ ] . Trzeba zdawać sobie
sprawę, że przy tego typu oszacowaniu C p
0 możliwe jest popełnienie dużego
błędu, nawet do 50% (RÖSGEN, HINZ, 2001).
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oszacowano z nachyleń liniowych wykresów G względem ln[et] oraz wzglę-
dem [et] dolne granice wartości n i nKb (MICHNIK, 2007 a). Podobną metodę za-
stosowano do wyznaczenia parametrów wiązania anestetyku halotan do natyw-
nej formy BSA (TANNER et al., 1999).
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Oszacowania minimalnych wartości parametrów n i Kb przeprowadzono dla
dwóch stężeń albumin ludzkich: odtłuszczonej i nieodtłuszczonej, w kilku za-
kresach stężenia etanolu (MICHNIK, 2007 a). Ze względu na µM stężenie białka
warunki te odpowiadały nadmiarowi etanolu w stosunku do albuminy (nawet
przy najniższym badanym stężeniu etanolu, 1% v/v, tysiące molekuł etanolu
przypadały na jedną makromolekułę albuminy). W zakresie stężeń etanolu do
3% v/v uzyskano minimalną wartość n mniejszą od 1, a Kb powyżej 1,2 M
–1 dla
HSA i 4,4 M–1 dla HSAf. Te, wprawdzie minimalne, oszacowane wartości Kb są
znacznie mniejsze od wartości 19,3 M–1 otrzymanej przez N.A. AVDULOVA et al.
(1996) dla wiązania etanolu do BSA. Należy jednak zwrócić uwagę, że ekspery-
ment N.A. Avdulova dotyczył wiązania w temperaturze 36,5°C i przeprowadzo-
ny był dla jeszcze niższych stężeń etanolu (0,025—0,2 M). Wartości Kb oszaco-
wane przez A. Michnik odnoszą się do temperatury przejścia białka ze stanu
natywnego w rozfałdowany i do stężeń etanolu powyżej 0,2 M. W zakresie stę-
żeń etanolu od 0,5 M do 3,4 M uzyskano większe wartości n (od 1 do 3) i jesz-
cze mniejsze wartości Kb. Wyniki pozwoliły na wyciągnięcie wniosku o istnie-
niu miejsc wiążących o różnym powinowactwie do alkoholu.
Podsumowując wyniki prac A. MICHNIK (2007 a, b), można stwierdzić, że
etanol silniej wiąże się do albuminy odtłuszczonej niż do nieodtłuszczonej, co
potwierdza sugestie o zajmowaniu miejsc wiążących kwasy tłuszczowe. Przy ni-
skich stężeniach alkoholu (poniżej 0,5 M) przynajmniej co druga cząsteczka al-
buminy tworzy kompleks z cząsteczką etanolu. Przy wyższych stężeniach etano-
lu (powyżej 0,5 M) więcej niż trzy cząsteczki etanolu mogą się wiązać do
rozfałdowanej cząsteczki albuminy, ale słabiej niż w zakresie niższych stężeń
denaturanta.
Stabilizujące strukturę albuminy działanie małych stężeń etanolu, a destabi-
lizujące dużych, oraz odmienny charakter kompleksów albuminy z molekułami
etanolu przy jego niskim i wysokim stężeniu sugerują zależność tych efektów
od właściwości mieszanin wodno-alkoholowych. Stwierdzono, że alkohol
wywołuje przeciwne skutki przy niskim i wysokim stężeniu także w innych pro-
cesach. Zaobserwowano, że dodanie małych ilości alkoholu redukuje, a dużych
podwyższa krytyczne stężenie micelizacji (CMC). Wykazano, że mieszaniny
wodno-alkoholowe charakteryzują się odmiennymi właściwościami w różnych
zakresach składu (TANIEWSKA-OSIŃSKA, PIEKARSKI, 1994, 1984; D’ANGELO et al.,
1994; ONORI, SANTUCCI, 1996). Ważny parametr termodynamiczny, cząstkowa
molowa objętość mieszaniny etanol — woda, wykazuje minimum w zakresie ni-
skich zawartości etanolu, korelujące z minimum promienia hydrodynamicznego
lizozymu w takich roztworach (występuje ono przy frakcji molowej etanolu
około 0,02) (CALANDRINI et al., 2000, 2001). W roztworach o bardzo małym stę-
żeniu alkoholu jego molekuły są monomolekularnie rozproszone i otoczone
przez molekuły wody. W ograniczonym zakresie stężeń alkoholu w wodzie two-
rzone są struktury klatratopodobne. Powyżej pewnego stężenia alkoholu wystę-
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puje agregacja cząsteczek alkoholu. Powoduje ona silne modyfikacje solwatacji
grup hydrofobowych. Przy dużej zawartości alkoholu w mieszaninie efekty te
zanikają, dominują natomiast oddziaływania wody z polarnymi grupami hy-
droksylowymi i asocjacje cząsteczek alkoholi (D’ANGELO et al., 1994). Skutki
wywoływane przez alkohol w roztworach białek mogą być zatem w dużej mie-
rze związane z efektami występującymi w rozpuszczalniku woda — etanol.
6.2.4. Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC albuminy w roztworach etanol — woda
Ze względu na stwierdzoną mniejszą procentową odwracalność procesu ter-
micznego rozfałdowania w roztworach alkoholu niż w czystej wodzie (MICHNIK,
DRZAZGA, 2007 b) rozważania z zastosowaniem modeli równowagowych ograni-
czono do maksymalnego stężenia etanolu 6% v/v (1 M). W roztworach etanolu
stosunek entalpii kalorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa okazał się dla HSA
bliski wartości 3, co zasugerowało wybór modelu dwustanowego z trzema nie-
zależnymi przejściami składowymi. Zastosowano dwie wersje tego modelu:
z Cp = 0 oraz z Cp  0. Na rys. 15 zilustrowano zależność wyznaczonych
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Rys. 15. Parametry termodynamiczne (średnia ± błąd standardowy średniej) trójskładnikowego
przejścia dla HSA uzyskane w modelu dwustanowym z Cp = 0 (kółka, kwadraty i trójkąty odpo-
wiadają kolejnym przejściom: I, II, III, symbole puste odpowiadają temperaturom przejścia,
a pełne — zmianom entalpii) (MICHNIK, DRZAZGA, 2007)
w ramach modelu z Cp = 0 parametrów dopasowania od stężenia etanolu,
a na rys. 16 przykładowe dopasowanie krzywej w modelu z Cp  0.
Ujawniający się w obecności etanolu bimodalny charakter krzywej DSC al-
buminy odtłuszczonej sugeruje dwa przejścia składowe. Należy jednak zwrócić
uwagę, że bimodalność przejścia nie upoważnia do stwierdzenia obecności
dokładnie dwóch podjednostek strukturalnych w procesie termicznej denaturacji
białka. Wyodrębnienia takich podjednostek można dokonać dopiero na podsta-
wie analizy dekonwolucyjnej krzywych DSC. Rzeczywiście, próba dopasowania
termicznych profili albuminy HSAf z założeniem dwóch przejść składowych nie
dała dobrych rezultatów w żadnym z zastosowanych modeli. Także model dwu-
stanowy z trzema niezależnymi przejściami składowymi i Cp = 0 nie pozwolił
uzyskać satysfakcjonujących wyników dla HSAf w roztworach etanolu. Dobre
dopasowanie krzywych DSC albuminy otrzymano dopiero, gdy założono trzy
przejścia składowe i zastosowano model z Cp  0.
Biorąc pod uwagę temperatury i entalpie przejścia, modele z Cp = 0
i z Cp  0 dały podobne wartości parametrów dla HSA. Stwierdzono wzrost
temperatur przejść składowych, szczególnie dwóch pierwszych (licząc w kie-
runku rosnącej temperatury przejścia) w roztworach 1% i 2% v/v etanolu w po-
równaniu z roztworem wodnym (rys. 15 i 17). Z dalszym wzrostem stężenia eta-
nolu, do 6% v/v, wszystkie trzy temperatury przejścia wykazywały tendencję
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Rys. 16. Dopasowanie krzywych DSC albumin HSA i HSAf w roztworach wodnych oraz 3% v/v
etanolu w ramach modelu dwustanowego z trzema przejściami składowymi, Cp  0; (——) —
krzywa doświadczalna, (······) — krzywa teoretyczna) (MICHNIK, DRZAZGA, 2007)
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Rys. 17. Parametry termodynamiczne (średnia ± błąd standardowy średniej) trójskładnikowego
przejścia dla HSA (A) i HSAf (B), uzyskane w modelu dwustanowym z Cp  0 (zestaw
słupków od lewej do prawej dla każdego stężenia etanolu odpowiada kolejno parametrom: T1, T2,
T3 (w °C), H1, H2, H3 (w 10 kJ mol–1), Cp1, Cp2, Cp3 (w kJ mol–1 °C–1) (MICHNIK,
DRZAZGA, 2007)
6 — Mikrokalorymetryczne...
spadkową, wskazującą na wiązanie się etanolu do rozfałdowanej makromo-
lekuły albuminy i jej destabilizację. Nie stwierdzono statystycznie istotnych
różnic pomiędzy zmianami entalpii, towarzyszącymi przejściom przy różnych
stężeniach etanolu, poza wartością H3, która była wyraźnie mniejsza w wa-
runkach najwyższego stężenia alkoholu.
Model z Cp  0 dostarczył dodatkowych informacji w postaci wartości
zmian pojemności cieplnej Cpi (i = 1, 2, 3) w poszczególnych przejściach
składowych oraz umożliwił porównanie parametrów dla albuminy odtłuszczonej
i nieodtłuszczonej. Na rys. 17 przedstawiono średnie wartości tych parametrów
dla obydwu albumin w funkcji stężenia etanolu.
W przypadku HSAf stwierdzono wyraźny wzrost (aż o 5,6°C) temperatury
środkowego pod względem obejmowanego zakresu temperatur przejścia, przy
wzroście stężenia etanolu z 0% v/v do 2% v/v (0,3 M). Sugeruje to wiązanie
etanolu do natywnej domeny (lub części) albuminy, tej, która ze wzrostem tem-
peratury rozfałdowuje się jako druga spośród wyodrębnionych trzech podjedno-
stek. Maksymalny wzrost analogicznych temperatur przejścia T1 i T2 dla podjed-
nostek HSA to odpowiednio 2,1°C i 2,6°C, co wskazuje na słabsze wiązanie
etanolu do albuminy nieodtłuszczonej niż do pozbawionej kwasów tłuszczo-
wych. Przemawia to za słusznością sugestii N.A. AVDULOV et al. (1996) o od-
działywaniu etanolu z miejscami wiążącymi albuminy zajmowanymi przez
kwasy tłuszczowe. Ponieważ pierwszorzędowe miejsce wiążące dla krótkołańcu-
chowych kwasów tłuszczowych znajduje się w subdomenie IIA, prawdopodob-
ne jest, że etanol oddziałuje preferencyjnie właśnie z tym miejscem. W roztwo-
rach o stężeniu etanolu powyżej 0,5 M działa on jako denaturant i wiążąc się do
albuminy w stanie rozfałdowanym destabilizuje jej strukturę.
Uzyskane w ramach modelu z Cp  0 wartości zmian pojemności ciepl-
nej, towarzyszące rozfałdowaniu trzech podjednostek albuminy, informują
o zróżnicowanym charakterze procesu, biorąc pod uwagę odsłanianie grup po-
larnych i niepolarnych na działanie rozpuszczalnika. Dodatnie zmiany pojemno-
ści cieplnej przypisuje się grupom hydrofobowym białka, schowanym w jego
wnętrzu w stanie natywnym, a eksponowanym na działanie rozpuszczalnika
podczas rozfałdowania. Są wskaźnikiem tzw. hydrofobowej hydratacji. Ujemne
zmiany pojemności cieplnej wiążą się z podobnym eksponowaniem grup po-
larnych (DILL, 1990; MURPHY et al., 1990, 1991; LOLADZE et al., 2001). Reorga-
nizacja struktury wody i zmiany jej uporządkowania w pobliżu grup polarnych
i niepolarnych także dają znaczący, ale trudny do oszacowania wkład do zmian
pojemności cieplnej białka przy jego rozfałdowaniu (PRIVALOV, MAKHATADZE,
1992; WOOLFSON et al., 1993). Zgodnie z otrzymanymi parametrami dopasowa-
nia, przy rozfałdowaniu fragmentu albuminy, dla którego proces ten przebiega
w zakresie najniższych temperatur, następuje dodatnia zmiana pojemności ciepl-
nej zarówno dla odtłuszczonej, jak i nieodtłuszczonej formy albuminy (rys. 17).
Oznacza to przewagę efektu związanego z odsłanianiem grup hydrofobowych
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najmniej trwałej termicznie podjednostki makromolekuły. Wartość Cp1 oka-
zała się niezależna od stężenia etanolu w przypadku HSA, natomiast dla HSAf
nieznacznie wyższa przy wyższych stężeniach denaturanta. Bliska zera wartość
Cp2 wskazuje na równoważenie się efektów pochodzących od grup polarnych
i niepolarnych bądź na małe zmiany w hydratacji środkowego pod względem
trwałości termicznej fragmentu HSA. W przypadku HSAf wartość Cp2 w roz-
tworach etanolu wykazuje znak ujemny, podobnie jak Cp3. Także dla HSA
obserwowana jest ujemna zmiana pojemności cieplnej trzeciego przejścia, suge-
rując istotne przeorganizowanie grup polarnych przy rozfałdowaniu najbardziej
trwałej termicznie części albuminy. Z przedstawionych danych wynika, że róż-
nice pomiędzy termicznym rozfałdowaniem albuminy nieodtłuszczonej oraz
pozbawionej kwasów tłuszczowych w obecności etanolu dotyczą głównie pod-
jednostki albuminy reprezentowanej przez środkowe przejście składowe. Pod-
jednostka ta prawdopodobnie może być utożsamiona z centralną domeną II lub
fragmentem cząsteczki albuminy zawierającym tę domenę.
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7.  Skutki  ekspozycji  roztworów  wodnych  albuminy
na  wybrane  zakresy  promieniowania  elektromagnetycznego
7.1.  Wpływ  promieniowania  o  częstości  radiowej
na  trwałość  konformacji  albuminy  wołowej
W otoczeniu człowieka znajduje się wiele źródeł promieniowania o często-
ści radiowej (RF), włączając tak powszechne jak: nadajniki radiowe i telewi-
zyjne, łącza telekomunikacyjne, łączność satelitarna, telefony komórkowe i ich
stacje bazowe. Wpływ tego promieniowania na obiekty biologiczne badany jest
w różnych aspektach z powodu zagrożeń, jakie może ono nieść we współczes-
nym świecie (AGNIR, 2003; CROFT et al., 2002; DONNELAN et al., 1997). Pro-
mieniowanie RF zalicza się do zakresu promieniowania niejonizującego, ponie-
waż nawet to o największej częstości, czyli około 300 GHz, ma energię o trzy
rzędy wielkości za małą do spowodowania jonizacji materii. Energia kwantu
takiego promieniowania, 1,2 meV, jest zbyt mała, by zniszczyć wiązania mole-
kularne. Efekty termiczne związane z narażeniem na wysoki poziom promie-
niowania RF są stosunkowo dobrze poznane i udokumentowane (European
Commission..., 2006; POLK, POSTOV, 1996; REPACHOLI, 1998; VALBERG, 1997).
W ostatnich latach uwagę przyciągają tzw. efekty nietermiczne („atermiczne”),
o których istnieniu w zakresie częstości od kilku MHz do kilkuset GHz poja-
wiają się doniesienia, jednakże są one niespójne, a same efekty zwykle małe,
na poziomie tzw. „szumu statystycznego”, trudne do odtworzenia i powtórzenia
(AGNIR, 2003; BARTERI et al., 2005; European Commission..., 2006; VALBERG,
1997; ZOTTI-MARTELLI et al., 2005). Kontrowersyjność występowania takich
efektów wynika także z braku liniowej relacji pomiędzy dawką a odpowiedzią
na nią.
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Warunki „atermiczne” ekspozycji rozumiane są jako takie, które nie powo-
dują wzrostu temperatury (w granicach błędu pomiarowego), mierzonej dostęp-
nymi metodami termometrii. Efekty nietermiczne mogą powstawać na skutek
wielu różnych oddziaływań, które zachodzą pomiędzy polem elektrycznym
i różnymi składnikami materiału biologicznego. Pojawiła się koncepcja, że pro-
mieniowanie RF może zmieniać konformacje białek (PORCELLI et al., 1997;
BOHR, BOHR, 2000 a; LAURENCE et al., 2000, 2003). Łańcuch molekuły białka
przyjmuje różne konformacje, z których każda ma określony moment dipolowy
i energię. Pewne konformacje mogą mieć podobne energie ze stosunkowo
małymi barierami potencjału między nimi. Te stany konformacyjne zatem mogą
oddziaływać, tworząc zbiór stanów sprzężonych, rozdzielonych energiami odpo-
wiadającymi częstościom rzędu GHz. Przejścia między nimi mogą być zrealizo-
wane przez ekspozycję na promieniowanie RF w zakresie częstości GHz. Pro-
wadząc do zmian w pofałdowaniu (a także w rozfałdowaniu) białka, wywołują
one zatem pewne efekty biologiczne. H. BOHR i J. BOHR (2000 b) wykazali, że
promieniowanie mikrofalowe zmienia kinetykę procesów fałdowania i rozfałdo-
wania pewnych białek, w szczególności -laktoglobuliny, przyspieszając je, gdy
zachodzą w kierunku stanu równowagi. Dokonano ważnego spostrzeżenia, że
nawet bardzo małe zmiany w konformacji białek mogą pociągać za sobą
znaczące zmiany funkcji biologicznych (KOSHLAND, 1998). Wykrycie tych nie-
wielkich zmian konformacyjnych może być zatem bardzo istotne.
Korzystając z możliwości śledzenia przemian konformacyjnych białek z za-
stosowaniem techniki różnicowej mikrokalorymetrii skaningowej, przeanali-
zowano wpływ promieniowania radiowego (RF) z zakresu 3—250 MHz na
przebieg termicznego rozfałdowania albuminy wołowej nieodtłuszczonej w roz-
tworach wodnych (MICHNIK et al., 2004). Poddając próbki 30-minutowej ekspo-
zycji (opisanej w pracy MICHNIK et al., 2004) na działanie promieniowania ra-
diowego o kilku wybranych częstościach, nie stwierdzono ich istotnej zmiany
temperatury. Biorąc pod uwagę błąd pomiaru, różnice pomiędzy temperaturą
roztworów białka przed i po ekspozycji na promieniowanie RF nie były większe
od 0,2°C. Warunki ekspozycji można w związku z tym uznać za „atermiczne”.
W pomiarach kalorymetrycznych nie zaobserwowano żadnych natychmiasto-
wych efektów napromieniowania roztworów albuminy. Krzywe DSC próbek na-
promieniowanych i kontrolnych, zarejestrowane w dniu ekspozycji, nie różniły
się (rys. 18), co świadczy o tym, iż proces termicznego rozfałdowania makro-
molekuły albuminy nie uległ zmianie wskutek napromieniowania. Nasuwa się
w związku z tym także wniosek, że 30-minutowa ekspozycja na promieniowa-
nie RF o częstości < 250 MHz nie powoduje zmiany konformacji białka. Nie
jest to jednak wniosek ostateczny z przeprowadzonych badań. Kierując się
oszczędnością, ze względu na brak oczekiwanego efektu, wykorzystano przygo-
towane próbki do rozpoczętych wcześniej badań zmian zachodzących w roztwo-
rach albuminy w czasie. Badania DSC próbek napromieniowanych i nienapro-
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mieniowanych, przechowywanych w temperaturze około 4°C, powtórzono po
kilku dniach, a następnie tygodniach od dnia rozpoczęcia eksperymentu. Przy-
niosły one zaskakujący, niespodziewany efekt, zachęcający do kontynuacji ob-
serwacji.
Krzywe DSC kilkudniowych próbek napromieniowanych i kontrolnych za-
częły się różnić, różnice te narastały przez około 2 tygodnie, a następnie stop-
niowo zanikały. Wpływ napromieniowania ujawnił się zatem dopiero podczas
śledzenia zmian czasowych zachodzących w roztworach białka. Na rys. 18 zilu-
strowano przykładowe krzywe DSC dla próbek poddanych działaniu promie-
niowania o częstości 30 MHz i kontrolnych, uzyskane w dniu ekspozycji (dzień
0”) oraz po tygodniu i po dwóch tygodniach. Generalnie czasowy przebieg
zmian wydaje się bardzo podobny, ale zachodzą one szybciej (pojawiają się
z wyprzedzeniem) w roztworach poddanych działaniu promieniowania niż
w kontrolnych. W zerowym dniu eksperymentu kształt obydwu krzywych DSC
jest niemal identyczny. Z upływem czasu pik odzwierciedlający proces termicz-
nej denaturacji albuminy poszerza się, jego intensywność maleje, a maksimum
piku przesuwa się w kierunku niższych temperatur. Po około 2 tygodniach
przejście staje się bimodalne. Obserwacje te sugerują, że z upływem czasu pro-
ces rozfałdowania makromolekuły rozciąga się w szerszym zakresie temperatur,
przejście staje się mniej kooperatywne. Następuje prawdopodobnie osłabienie
sił stabilizujących prawidłową strukturę białka, nasila się proces jego agregacji.
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Rys. 18. Charakterystyczne zmiany krzywych DSC, zachodzące w czasie przechowywania roz-
tworów BSA poddanych ekspozycji na promieniowanie RF o częstości 30 MHz (eksp.) i kontrol-
nych (szybkość skanowania 1°C min–1) (opracowanie własne)
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Pomiary z zastosowaniem źródeł o częstościach 10 MHz i 30 MHz wykona-
no dodatkowo w celu silniejszego potwierdzenia i uzupełnienia opublikowanych
wyników badań (MICHNIK et al., 2004). Podstawowe parametry charakteryzujące
ekspozycję na promieniowanie RF: f — częstotliwość, E — natężenie pola elek-
trycznego, H — natężenie pola magnetycznego, S — gęstość strumienia energii
(mocy) podano w tabeli 10 (wartości E i H zmierzono z około 10% dokładno-
ścią). Pozostałe warunki eksperymentu były takie same, jak opisane w pracy
MICHNIK et al., 2004.
Wszystkie wyniki dodatkowego eksperymentu były zgodne z wynikami
wcześniejszymi, opublikowanymi w artykule MICHNIK et al., 2004. W tabeli 11
zestawiono wybrane z opublikowanych wyników, z nowymi, otrzymanymi dla
10 MHz i 30 MHz. Uśrednione parametry (Tm — temperatura maksimum piku,
H — zmiana entalpii, HHW — szerokość piku w połowie jego wysokości)
endotermicznego przejścia, związanego z termicznym rozfałdowaniem BSA su-
gerują, że po tygodniu największe zmiany Tm i HHW nastąpiły w roztworach
eksponowanych na promieniowanie 30 MHz. Warto zwrócić uwagę, że wartość
S (tabela 10) była w tym przypadku najmniejsza.
Większą wartość informacyjną przy porównywaniu efektów napromieniowa-
nia różnymi częstościami niosą krzywe różnicowe pomiędzy próbkami napro-
mieniowanymi i kontrolnymi. Na rys. 19 A i B zilustrowano takie krzywe odpo-
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T a b e l a 10
Podstawowe parametry charakteryzujące ekspozycję roztworów albu-
miny na promieniowanie RF
f / MHz E / 102 V m–1 H / 102 A m–1 S / 104 W m–2
5
10
30
247
163
132
17
113
3,3
2,6
0,4
2,3
532
347
5,8
258
T a b e l a 11
Uśrednione parametry przejścia (± błąd standardowy średniej) związanego z termicznym roz-
fałdowaniem BSA
Czas Częstotliwośćpromieniowania
Tm / °C H / kJ mol–1 HHW / °C
Dzień „0” 69,1 ± 0,1 910 ± 30 10,7 ± 0,1
Po 1 tygodniu brak
5 MHz
10 MHz
30 MHz
247 MHz
68,0 ± 0,4
66,6 ± 0,4
67,4 ± 0,6
65,9 ± 0,8
67,8 ± 0,6
960 ± 30
900 ± 15
945 ± 19
987 ± 10
920 ± 10
12,3 ± 0,5
12,8 ± 0,4
13,7 ± 0,7
15,7 ± 0,9
11,5 ± 0,5
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Rys. 19. Różnicowe krzywe DSC par próbek BSA: eksponowana na promieniowanie o częstotli-
wości 30 MHz (A) lub 10 MHz (B) oraz nienapromieniowana, w różnym czasie od dnia przygo-
towania roztworów i ich ekspozycji (opracowanie własne)
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wiednio dla częstotliwości 30 MHz i 10 MHz. Odpowiadające sobie pod
względem czasu przechowywania próbek różnice są większe przy częstotliwo-
ści 10 MHz niż 30 MHz. Dodatkowo porównanie intensywności krzywych na
rys. 19 A wskazuje, że duże różnice pomiędzy próbkami eksponowanymi na
RF i kontrolnymi, rejestrowane po 1—2 tygodniach, zmniejszają się po dłuż-
szym czasie obserwacji (na rysunku pokazano efekt po upływie 4 tygodni).
Z zestawienia krzywych różnicowych pomiędzy przechowywanymi 1 ty-
dzień próbkami napromieniowanymi i nienapromieniowanymi (rys. 20) wynika,
że największe różnice pojawiły się przy częstotliwości 10 MHz, a najmniejsze
przy 247 MHz. Charakter zmian dla 5 MHz i 10 MHz jest podobny, ale krzywe
różnią się intensywnością. Krzywe różnicowe dla wyższych częstotliwości są
przesunięte w stronę niższych temperatur.
Podsumowując zaprezentowane wyniki można stwierdzić, że proces zmian
czasowych albuminy w roztworach eksponowanych na promieniowanie RF po-
stępował szybciej, mimo że zaraz po jej napromieniowaniu nie zaobserwowano
żadnych różnic między próbką napromieniowaną i kontrolną, co wynikało z nie-
zmienionego profilu termicznej denaturacji. Przyczyna szybszego tempa zmian
czasowych w roztworach albuminy poddanych działaniu promieniowania RF
jest niejasna. Biorąc pod uwagę doniesienia literaturowe mówiące o generowa-
niu stresu oksydacyjnego na skutek wzrostu wolnych rodników w układach bio-
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Rys. 20. Różnicowe krzywe DSC inkubowanych przez 1 tydzień par próbek BSA: eksponowanych
na promieniowanie o częstotliwościach: 5, 10, 30, 247 MHz oraz kontrolnych (opracowanie własne)
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logicznych narażonych np. na promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu
stosowanego w telefonii komórkowej (ILHAN et al., 2004; OZGUNER et al., 2005;
MERAL et al., 2007), można zaobserwowany efekt przypisać właśnie temu zja-
wisku.
Porównując efekty wywołane przez ekspozycje o najbardziej zbliżonych pa-
rametrach E, H oraz S (tabela 10), czyli na promieniowanie o częstotliwościach
10 MHz i 247 MHz, okazuje się, że promieniowanie o niższej częstotliwości
wywiera znacznie silniejszy wpływ na roztwory BSA. Brak zmian (w granicach
błędu pomiarowego) temperatury roztworów w wyniku 30-minutowej ekspozy-
cji na promieniowanie RF oraz silniejszy wpływ promieniowania o niższej czę-
stotliwości wskazują na nietermiczny charakter zaobserwowanego efektu.
Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC albuminy poddanej działaniu
promieniowania RF
Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC pozwoliła na zbadanie wpływu
promieniowania RF na przejścia składowe wyodrębnione w procesie termiczne-
go rozfałdowania albuminy surowicy. Wstępna analiza z zastosowaniem modelu
niedwustanowego przy założeniu jednego przejścia pokazała, że stosunek ental-
pii kalorymetrycznej do entalpii van’t Hoffa wynosi około 3 w przypadku pró-
bek świeżych. Dla próbek przechowywanych w warunkach chłodniczych
(w temperaturze około 4°C) przez 1—2 tygodnie (nazywanych dalej próbkami
inkubowanymi), jego wartość mieści się w przedziale między 4 a 5. Zgodnie
z sugerowaną w związku z tym minimalną liczbą kooperatywnych podjednostek
zastosowano model dwustanowy z trzema niezależnymi przejściami. Model ten
pozwolił uzyskać dobre dopasowanie krzywych dla próbek świeżych, jak rów-
nież inkubowanych przez 1 tydzień.
Wyniki dotyczące zmian entalpii Hi (i = 1, 2, 3) wyznaczonych dla nie-
napromieniowanych próbek świeżych i inkubowanych 1 tydzień przedstawiono
w tabeli 12, a wartości temperatur przejścia Tmi (i = 1, 2, 3) dla próbek
świeżych i inkubowanych, w różnych warunkach ekspozycji, pokazano w ta-
beli 13.
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T a b e l a 12
Porównanie zmian entalpii Hi (i = 1, 2, 3) uzyskanych w modelu dwustanowym z trzema nieza-
leżnymi przejściami dla procesu termicznej denaturacji nienapromieniowanych i napromieniowa-
nych roztworów BSA: świeżych (dzień „0”) i po 1 tygodniu
Wyszczególnienie
Zmiana entalpii Hi / kJ mol–1
H1 H2 H3
dzień „0” 1 tydzień dzień „0” 1 tydzień dzień „0” 1 tydzień
Wartość średnia
Przedział ufności (95%)
260
(243;276)
249
(234;264)
393
(358;429)
375
(346;405)
273
(256;290)
267
(248;287)
W przypadku próbek inkubowanych przez 2 tygodnie model dwustanowy
nie dał dobrych rezultatów nawet przy założeniu 4 i 5 podjednostek. Zadowa-
lające dopasowanie krzywych DSC otrzymano w modelu niedwustanowym
z minimum czterema przejściami składowymi. Rozważając kolejne kroki anali-
zy dekonwolucyjnej, polegające na zwiększaniu liczby zakładanych przejść
składowych, uzyskuje się zwykle lepszą jakość dopasowania, o czym świadczy
mniejsza wartość 2. Założenie o istnieniu określonej liczby stanów pośrednich
powinno mieć jednak swoje uzasadnienie.
Porównując pokazane w tabeli 13 wartości parametrów trzech przejść skła-
dowych wyodrębnionych w modelu dwustanowym dla eksponowanych na pro-
mieniowanie RF i kontrolnych próbek BSA można zauważyć, że po tygodniu
temperatury przejścia dwóch pierwszych pików (numerując je od niższych do
wyższych temperatur) maleją, a trzeciego praktycznie nie zmienia się. Uzu-
pełniające dane dotyczące częstotliwości 10 MHz i 30 MHz dobrze wpasowują
się w te z pierwszego etapu eksperymentu. Wskazują one, że wyznaczone dla
przechowywanych tydzień roztworów BSA temperatury T1 i T2 maleją ze wzro-
stem częstotliwości promieniowania od 3,6 MHz do 30 MHz, natomiast wartość
temperatury T3 nie zależy od częstotliwości. Temperatura T1 dla albuminy eks-
ponowanej na promieniowanie 30 MHz przesuwa się po tygodniu o 9°C, a tem-
peratura T2 o 4°C w stosunku do temperatur wyjściowych (z dnia „0”), podczas
gdy odpowiednie przesunięcia dla roztworów, które nie były napromieniowane,
wynoszą 2,3°C oraz 1,3°C. Wykazano, że różnice te, jak również różnice po-
między inkubowanymi przez 1 tydzień próbkami eksponowanymi na promienio-
wanie o częstościach: 3,6 oraz 5 i 10 MHz a kontrolnymi są istotne statystycz-
nie (p < 0,05). Brak natomiast znaczących różnic pomiędzy temperaturami
przejść składowych dla próbki eksponowanej na promieniowanie o częstotliwo-
ści 247 MHz a tymi dla nienapromieniowanej.
Wyniki analizy dekonwolucyjnej wskazują, że charakterystyczne zmiany
ujawniające się z czasem w kształcie krzywych DSC dla przechowywanych
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T a b e l a 13
Temperatury przejścia (średnia ± maksymalny błąd standardowy średniej) uzyskane przy dopaso-
waniu krzywych DSC w ramach modelu dwustanowego z trzema niezależnymi przejściami
Czas Częstotliwośćpromieniowania
T1 / °C ± 0,6 T2 / °C ± 0,3 T3 / °C ± 0,5
Dzień „0” 66,1 69,0 73,7
Po 1 tygodniu brak
3,6 MHz
5 MHz
10 MHz
30 MHz
247 MHz
63,8
61,0
59,8
58,8
57,0
63,2
67,7
67,0
66,5
66,5
65,0
68,2
73,7
75,3
73,2
74,2
73,0
73,4
w temperaturze 4°C roztworów BSA w początkowym etapie dotyczą głównie
podjednostek makromolekuły rozfałdowujących się w niższych temperaturach.
Zgodnie z sugestiami zaproponowanymi przez Autorkę niniejszej pracy, ter-
miczne rozfałdowanie cząsteczki albuminy w roztworach wodnych rozpoczyna
się prawdopodobnie od domeny III, czyli od fragmentu zawierającego koniec
C, a najbardziej trwała jest domena I. Zakładając słuszność tej koncepcji, naj-
silniejszy efekt promieniowania RF z omawianego zakresu częstotliwości doty-
czyłby domeny III, a nieco słabszy domeny II.
Na podstawie przeprowadzonych badań można stwierdzić, że promieniowa-
nie RF o częstotliwości z zakresu od kilku do kilkudziesięciu MHz wywiera
wpływ na termiczne przemiany zachodzące w roztworach wodnych albuminy,
choć skutek wpływu ekspozycji na promieniowanie nie jest natychmiastowy.
Zastanawiający jest fakt, że dla promieniowania o największej z badanych czę-
stości, 247 MHz, nie stwierdzono tak wyraźnego efektu. Interesujące byłoby
przeprowadzenie badań z zastosowaniem źródeł promieniowania o innych czę-
stotliwościach rzędu kilkuset MHz. Warto byłoby także wykonać badania zmian
zachodzących w roztworach albuminy metodą DLS (dynamicznego rozprasza-
nia światła).
7.2.  Konformacyjna  reorganizacja  albuminy  pod  wpływem  promieniowania  UV
Promieniowanie UV wpływa na wiele procesów biologicznych i chemicz-
nych, aktywizując je w sensie pozytywnym, ale także wywołując efekty nie-
pożądane. W literaturze tematu opisano liczne skutki związane z ekspozycją
zwierząt i ludzi na to promieniowanie, zwracając szczególną uwagę na wy-
nikające z tego zagrożenia (CLYDESDALE et al., 2001; National..., 2002;
LONGSTRETH et al., 1998; MISRA et al., 2005). Biorąc pod uwagę działanie na
organizm człowieka, wyróżnia się trzy zakresy tego promieniowania. UVC, pro-
mieniowanie o najkrótszej długości fali, tj. od 100 nm do 280 nm, ma najwyż-
szą energię, jest silnie rumieniotwórcze, ale jest prawie całkowicie pochłaniane
przez warstwę ozonową atmosfery i w normalnych warunkach nie dociera na
powierzchnię Ziemi. Promieniowanie UVB o długości fali od 280 nm do 315
nm ma bardzo silne właściwości rumieniotwórcze, wzmaga syntezę barwnika
skóry i jest odpowiedzialne za oparzenia skóry, a także za efekty fotostarzenia
(LONGSTRETH et al., 1998). Powoduje hemolizę erytrocytów ludzkich, wzrost
jego dawki zwiększa konwersję hemoglobiny w methemoglobinę (MISRA et al.,
2005). UVA, promieniowanie o długości 315—400 nm, jest mniej rumieniogen-
ne, ale za to bardziej barwnikotwórcze od UVB. Ilość UVA docierająca do po-
wierzchni ziemi jest znacznie większa niż UVB. Wysokie dawki UVA mogą
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wzmacniać odczyny rumieniowe i zwiększać niekorzystne efekty biologiczne
promieniowania UVB. Winę za proces posłonecznego starzenia się skóry przy-
pisywano początkowo głównie promieniowaniu UVB. Obecnie uważa się, że
w procesie tym istotną rolę odgrywają również promienie UVA, które od-
działują nie tylko na komórki naskórka, lecz wnikają też głębiej, docierają do
skóry właściwej, powodując niekontrolowane modyfikacje w naskórku, uszka-
dzają włókna kolagenenowe w skórze właściwej oraz osłabiają mechanizmy
odpornościowe.
Promieniowanie UV jest najsilniejszym aktywatorem wolnych rodników.
Jednym z najbardziej niebezpiecznych działań tych cząsteczek jest destrukcja
materiału genetycznego komórki. Uwalnianie wolnych rodników prowadzi do
stresu oksydacyjnego, którego konsekwencją może być zmiana struktury białek
odpowiedzialnych za patomechanizm chorób Alzheimera i Parkinsona.
Zdolność promieniowania UVC do inaktywacji mikroorganizmów, między
innymi wirusów, może być wykorzystana w procedurach eliminacji skażeń
z produktów biofarmaceutycznych (LOPEZ et al., 2003; WANG et al., 2004; LI et
al., 2005). Pożądane jest opracowanie metod, które inaktywując wirusy, nie po-
wodują utraty aktywności komponentów białkowych. Testując procedury oparte
na napromieniowaniu UV, sprawdza się stopień zachowania aktywności białek.
Pewne aspekty działania promieniowania UV na białka są znane. Wiadomo, że
generuje ono substancje fluorescencyjne, powoduje polimeryzację, fragmenta-
cję, usieciowanie (cross-linking), oksydację przez rodniki generowane w wyni-
ku radiolizy wody (ARTYUKHOV et al., 2001; LIN et al., 1999; DAVIES,
DELSIGNORE, 1987). Stwierdzono, że w procesie denaturacji wywołanej ekspozy-
cją białek na promieniowanie UV, ważną rolę odgrywają grupy SH obecne np.
w cysteinie czy glutationie (WATANABE et al., 1991). Zaobserwowano podobień-
stwa pomiędzy skutkami działania promieniowania UVC oraz promieniowania
X na roztwory białek (DURCHSCHLAG et al., 1996). Badania fluorescencyjne oraz
FT-IR wykazały, że promieniowanie UVC (253,7 nm) wpływa na wiązanie arte-
misininu do BSA w roztworach wodnych przy fizjologicznym pH (BIAN et al.,
2006).
Stosując technikę DSC, zbadano wpływ promieniowania UV na termiczne
przemiany konformacyjne albuminy wołowej oraz ludzkiej w roztworach wod-
nych (MICHNIK, MICHALIK, 2004; MICHNIK et al., 2008). Zakładając, że rozfałdo-
wanie białka, widziane w postaci endotermicznego piku na krzywej DSC, zale-
ży od wyjściowej konformacji makromolekuły, na podstawie obserwacji zmian
wywołanych wpływem promieniowania w kształcie i parametrach przejścia ter-
micznego, podjęto próbę wnioskowania o zmianach konformacji białka. Uzu-
pełnieniem przeprowadzonych badań kalorymetrycznych były badania spektro-
skopowe w zakresie UV.
Albuminę wołową poddano wpływowi promieniowania ultrafioletowego
o szerokim spektrum: od UVA do UVC, emitowanego przez lampę kwarcową
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Rys. 21. Zmiany w widmach absorpcyjnych HSA (A) i HSAf (B) wywołane 60-minutową ekspo-
zycją (6 × 10 min) na promieniowanie 254 nm (MICHNIK et al., 2008)
(MICHNIK, MICHALIK, 2004). Drugi rodzaj badań, z zastosowaniem niskociśnie-
niowej lampy rtęciowej, emitującej głównie promieniowanie o długości fali
254 nm, przeprowadzono dla albuminy ludzkiej. Szczegóły eksperymentu opi-
sano w pracy (MICHNIK et al., 2008). Charakterystyczne zmiany wywoływane
promieniowaniem obserwowano zarówno w widmach absorpcyjnych, jak
i krzywych DSC albumin, co ilustrują rys. 21 i 22.
Ze wzrostem czasu napromieniowania w widmach UV następował wyraźny,
istotny statystycznie dla wszystkich badanych odmian albuminy, wzrost absor-
bancji: słabszy w zakresie 250—280 nm i silniejszy w zakresie 300—350 nm
(rys. 21). Jak wynika z doniesień literaturowych, rozfałdowanie różnych białek
w określonych warunkach środowiskowych może objawiać się zarówno wzro-
stem, jak i spadkiem absorbancji w obszarze widma pochodzącym od ami-
nokwasów aromatycznych. Stwierdzono, że rozfałdowaniu -chymotrypsyny
(0,3 mg/ml, pH 7,0) towarzyszył spadek absorbancji przy 281 nm o około 10%
(LOZANO et al., 1997), natomiast przy rozfałdowaniu kutinazy (cutinase)
(pH 9,6) zaobserwowano znaczący wzrost absorbancji przy 250 nm z powodu
jonizacji Tyr odsłoniętych na działanie rozpuszczalnika (MELO et al., 1997). Pod
wpływem próżniowego promieniowania UV obserwowano spadek wartości sto-
sunku absorbancji przy 278 nm do absorbancji przy 250 nm dla wołowej
albuminy surowicy (ARTYUKHOV et al., 2001) przypisany procesom destrukcji
białka w obszarach usytuowania aromatycznych aminokwasów.
W analizie wyników spektroskopowych, poza bezpośrednim monitorowa-
niem zmian absorbancji przy wybranych charakterystycznych długościach fali,
posłużono się parametrami:
1. Amax/Amin — stosunek absorbancji lokalnego maksimum (występującego przy
278 nm) do absorbancji lokalnego minimum (występującego przy 251 nm
dla obydwu badanych albumin wołowych (BSAf i BSA) oraz dla HSAf
i przy 255 nm dla HSA),
2. Auv320—A320
0 — różnica występująca przy 320 nm pomiędzy absorbancją roz-
tworu albuminy eksponowanego przez określoną długość czasu na promie-
niowanie UV (Auv320 ) i nienapromieniowanego (A320
0 ).
Ze wzrostem czasu ekspozycji na promieniowanie UV, zarówno dla albumin
wołowych jak i ludzkich, zaobserwowano zmniejszanie się wartości pierwszego
oraz wzrost drugiego parametru. Zależności te pokazano w tabeli 14 dla BSA
i BSAf, poddanych działaniu promieniowania UV A—C. Zmiany spektroskopo-
we wywołane w roztworach albuminy ludzkiej promieniowaniem 254 nm
(UVC) były wyraźnie słabsze, ale równie charakterystyczne (MICHNIK et al.,
2008). Spadek wartości Amax/Amin powiązano ze zmianami intensywności ab-
sorpcji światła przez chromofory aminokwasów aromatycznych obecnych w al-
buminie na skutek zmian strukturalnych. Wzrost wartości drugiego z parame-
trów był wskaźnikiem nasilającej się pod wpływem promieniowania UV
agregacji białka.
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Porównując odtłuszczone i nieodtłuszczone formy albumin, zaobserwowano
różnice głównie w wartościach parametru Auv320 —A320
0 . Przy wszystkich czasach
ekspozycji, zarówno dla albumin ludzkich, jak i wołowych, były one większe
w przypadku tych, które pozbawione zostały kwasów tłuszczowych. Staty-
styczną istotność różnic stwierdzono jednak tylko pomiędzy albuminami
wołowymi. Wysunięto wniosek o większej podatności na agregację pod
wpływem promieniowania UV odtłuszczonej formy albuminy.
Na rys. 22 zilustrowano wpływ promieniowania UV A—C na endotermicz-
ne przejście DSC, reprezentujące proces termicznej denaturacji albuminy
wołowej. W tabeli 15 zestawiono wartości podstawowych parametrów przejścia
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T a b e l a 14
Zależność parametrów A278 / A251 i A
uv
320—A320
0 (średnia ± odchylenie standardowe) od
czasu ekspozycji roztworów BSA i BSAf na promieniowanie UV
Ekspozycja UV
/ min
A278 / A251 Auv320—A320
0
BSA BSAf BSA BSAf
0
5
10
15
30
2,11 ± 0,02
2,05 ± 0,01
1,97 ± 0,02
1,91 ± 0,02
1,78 ± 0,02
2,08 ± 0,02
2,01 ± 0,02
1,94 ± 0,02
1,90 ± 0,04
1,75 ± 0,02
0,03 ± 0,01
0,08 ± 0,01
0,11 ± 0,02
0,21 ± 0,02
0,05 ± 0,01
0,11 ± 0,02
0,14 ± 0,02
0,28 ± 0,02
Rys. 22. Krzywe DSC dla roztworów BSA (0,045 mM) nienapromieniowanych (0 min UV) oraz
eksponowanych na promieniowanie UV A—C (opracowanie własne)
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dla odtłuszczonej i nieodtłuszczonej albuminy wołowej w zależności od czasów
ekspozycji. Łatwo zauważyć, że z wydłużaniem czasu ekspozycji temperatura
przejścia nie zmieniała się w granicach błędu doświadczalnego, rosła natomiast
jego szerokość połówkowa, a entalpia malała. Bardziej znaczące zmiany ental-
pii denaturacji wywołane ekspozycją na promieniowanie UV zaszły dla albu-
miny pozbawionej kwasów tłuszczowych, 5-minutowe naświetlanie spowo-
dowało spadek H o 5,6% i 18,6%, a 10-minutowe o 23,6% i 36,8%
odpowiednio w przypadku BSA i BSAf.
Przykładowe krzywe DSC, ilustrujące wpływ promieniowania UVC 254 nm
na przebieg termicznego rozfałdowania dwu form albuminy ludzkiej pokazano
na rys. 23, a w tabeli 16 zestawiono wyznaczone parametry termodynamiczne
przejścia w zależność od czasu ekspozycji.
Porównanie krzywych DSC, zarejestrowanych dla roztworów albuminy ludz-
kiej w dniu przygotowania i poddania działaniu promieniowania UVC z krzy-
wymi dla roztworów nienapromieniowanych, ale przechowywanych w tem-
peraturze 4°C przez kilka tygodni (rys. 23) wskazuje, że kierunek zmian
wywoływanych ekspozycją na promieniowanie i zmian zachodzących podczas
przechowywania roztworów jest podobny. Można zauważyć jednakże istotne
różnice pomiędzy krzywymi DSC roztworów białka zmienionych upływem cza-
su i poddanych promieniowaniu. Pozwalają one wnioskować, że promieniowanie
UV nie tylko przyspiesza przebieg zmian czasowych, ale prowadzi do dodatko-
wych zmian strukturalnych albuminy.
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T a b e l a 15
Zależność średnich wartości (± odchylenie standardowe) parametrów przejścia związanego z ter-
miczną denaturacją BSA i BSAf od czasu ekspozycji na promieniowanie UV
Ekspozycja
UV / min
Tm / °C HHW / °C H / kJ mol–1
BSA BSAf BSA BSAf BSA BSAf
0
5
10
69,1 ± 0,2
69,4 ± 0,5
68,6 ± 0,5
57,2 ± 0,2
57,6 ± 0,3
57,4 ± 0,4
10,6 ± 0,3
12,7 ± 1,1
14,0 ± 1,4
22,0 ± 3,4
26,4 ± 2,9
27,9 ± 1,4
888 ± 53
838 ± 55
678 ± 23
598 ± 44
487 ± 69
378 ± 18
T a b e l a 16
Zależność średnich wartości (± błąd standardowy średniej) parametrów przejścia związanego
z termiczną denaturacją HSA i HSAf od czasu ekspozycji na promieniowanie UVC
Ekspozycja
UVC / min
Tm / °C HHW / °C H / kJ mol–1
HSA HSAf HSA HSAf HSA HSAf
0
30
60
79,5 ± 0,3
78,7 ± 0,3
78,2 ± 0,2
66,8 ± 0,4
66,8 ± 0,2
63,4 ± 1,3
17,7 ± 0,4
17,1 ± 0,6
16,5 ± 0,5
25,1 ± 0,2
24,0 ± 0,3
24,3 ± 0,5
1124 ± 45
1052 ± 16
1004 ± 65
988 ± 33
921 ± 27
774 ± 31
7 — Mikrokalorymetryczne...
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Rys. 23. Krzywe DSC dla roztworów HSA (A) i HSAf (B) nienapromieniowanych (0 UV) oraz
eksponowanych na promieniowanie 254 nm, przez 30 lub 60 min (MICHNIK et al., 2008)
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Wyniki badań kalorymetrycznych w porównaniu z wynikami badań spektro-
skopowych UV VIS w większym stopniu ujawniły różnice w reakcji odtłuszczo-
nej i nieodtłuszczonej albuminy ludzkiej na promieniowanie UVC. Pojawiły się
one już w podstawowych parametrach opisujących rozważane przejście termicz-
nej denaturacji albuminy. Wydłużanie czasu ekspozycji roztworów albuminy na
promieniowanie powodowało nieznaczne, ale istotne statystycznie obniżenie
temperatury przejścia HSA oraz wyraźne zmniejszenie entalpii denaturacji dla
HSAf (tabela 16). Zmiana wyjściowego stanu białka przez jego napromieniowa-
nie wywoływała zatem zmianę dwóch różnych parametrów termodynamicznych,
biorąc pod uwagę albuminę nieodtłuszczoną i pozbawioną kwasów tłuszczo-
wych. Zaobserwowany spadek wartości H dla HSAf potwierdza wniosek z ba-
dań spektroskopowych o zintensyfikowanej agregacji tej formy białka pod
wpływem promieniowania UV.
Analiza dekonwolucyjna krzywych DSC albuminy zmienionej działa-
niem promieniowania UV
Aby uzyskać informacje o wpływie promieniowania UVC na cząsteczkę al-
buminy na poziomie molekularnym, przeprowadzono analizę dekonwolucyjną
krzywych DSC albuminy zmienionej działaniem tego promieniowania. Wy-
korzystując wnioski przedstawione w rozdziale 5, dokonano wyboru modeli naj-
lepiej opisujących proces termicznego rozfałdowania albuminy. Dla odtłuszczo-
nej albuminy wołowej zastosowano model dwustanowy (z Cp = 0) zakładający
dwa przejścia składowe, a dla albuminy wołowej nieodtłuszczonej i dla albumin
ludzkich model dwustanowy z trzema przejściami składowymi, przy czym dla
albumin ludzkich w dwóch wersjach: z Cp = 0 oraz z Cp  0.
Wyniki uzyskane dla BSAf zaprezentowano na rys. 24 i 25, a dla BSA w ta-
beli 17.
Analiza statystyczna uzyskanych parametrów dopasowania dla BSA wy-
kazała istotność różnic pomiędzy średnimi wartościami: 1) T1, H1 dla roz-
tworów: nienapromieniowanego i napromieniowanego 5 min, nienapromienio-
wanego i napromieniowanego 10 min, 2) T2, H2, T3 dla roztworów:
nienapromieniowanego i napromieniowanego 10 min, napromieniowanego
5 min i napromieniowanego 10 min. Oznacza to wyraźne obniżenie temperatur
przejścia wszystkich trzech składowych (największe pierwszej) oraz spadek
wartości Hi dwóch pierwszych przejść składowych pod wpływem promienio-
wania UV (szybszy, bo już po pierwszych 5 min dla przejścia pierwszego). Ob-
serwowane przesunięcia temperatur Tmi są warte podkreślenia ze względu na
brak (w granicach błędu) zmiany temperatury Tm całego przejścia (tabela 15).
W przypadku BSAf nie stwierdzono żadnych statystycznie istotnych różnic
ani dla T1, ani dla T2, natomiast wartości H1 różniły się znacząco pomiędzy
997*
100
Rys. 24. Temperatury Tmi (i = 1,2) dla BSAf otrzymane w modelu dwustanowym (opracowanie
własne)
Rys. 25. Zmiany entalpii Hi (i = 1,2) dla BSAf otrzymane w modelu dwustanowym (opracowa-
nie własne)
wszystkimi grupami określonymi przez różne czasy ekspozycji. Dla H2 staty-
stycznie istotna różnica wystąpiła tylko pomiędzy BSAf nienapromieniowaną
i napromieniowaną 10 min.
Wyniki te sugerują, że w pierwszej fazie działania promieniowanie UV wy-
wiera silniejszy wpływ na C-końcową część cząsteczki albuminy wołowej, obej-
mującą domenę III i większą część domeny II, a słabiej oddziałuje z N-koń-
cowym, bardziej zwartym fragmentem molekuły. Odmienny charakter
przedyskutowanych zmian parametrów termodynamicznych przejść składowych
procesu termicznego rozfałdowania BSA i BSAf, wyodrębnionych w ramach za-
stosowanych modeli, wskazuje na różnice w reakcji obydwu form albuminy na
promieniowanie UV.
Analiza krzywych DSC albumin ludzkich HSA i HSAf w ramach modelu
dwustanowego z Cp = 0 przy założeniu trzech niezależnych przejść składo-
wych pozwoliła uzyskać parametry dopasowania, których średnie wartości za-
prezentowano w tabelach 18 i 19. Zestawione w nich wyniki pokazują, że
wszystkie temperatury Tmi (i = 1, 2, 3) przejść składowych w przypadku HSA
i wszystkie wartości zmian entalpii Hi w przypadku HSAf maleją ze wzrostem
czasu ekspozycji na promieniowanie. Istotność efektu potwierdzono analizą sta-
tystyczną.
Zaskakująco duża wydaje się kilkustopniowa zmiana wartości Tmi (dla T1 aż
około 7°C) w porównaniu z ogólnym przesunięciem temperatury przejścia tylko
o 1,3°C (tabela 16) w wyniku 60-minutowej ekspozycji na promieniowanie
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T a b e l a 17
Wpływ czasu ekspozycji na promieniowanie UV A-C na parametry termodynamiczne (± odchyle-
nie standardowe) uzyskane w ramach modelu dwustanowego przy założeniu trzech niezależnych
przejść składowych dla procesu termicznego rozfałdowania BSA
Ekspozycja
UV / min
T1 / °C H1 / kJ mol–1 T2 / °C H2 / kJ mol–1 T3 / °C H3 / kJ mol–1
0
5
10
66,1 ± 1,8
63,4 ± 1,8
61,3 ± 2,8
245 ± 31
197 ± 39
159 ± 13
69,0 ± 0,3
68,8 ± 0,2
67,6 ± 0,9
403 ± 39
358 ± 23
269 ± 45
73,4 ± 1,6
72,4 ± 1,4
70,5 ± 0,8
275 ± 24
279 ± 32
272 ± 13
T a b e l a 18
Zależność temperatur przejścia (średnia ± odchylenie standardowe) trzech składowych procesu
termicznego rozfałdowania HSA i HSAf od czasu ekspozycji na promieniowanie UVC uzyskane
w ramach modelu dwustanowego (Cp = 0)
Ekspozycja
UV / min
T1 / °C T2 / °C T3 / °C
HSA HSAf HSA HSAf HSA HSAf
0
30
60
66,0 ± 1,4
62,0 ± 0,6
59,2 ± 1,8
55,0 ± 1,0
54,7 ± 0,4
53,8 ± 1,0
72,1 ± 0,5
71,4 ± 0,2
69,9 ± 0,9
64,3 ± 1,3
64,1 ± 1,0
63,5 ± 1,3
79,8 ± 0,4
79,2 ± 0,2
78,2 ± 0,3
71,9 ± 1,3
71,7 ± 1,3
70,9 ± 1,6
o długości fali 254 nm. Sugeruje ona dużą zmianę termostabilności fragmentu
cząsteczki HSA rozfałdowującego się w zakresie najniższych temperatur, po-
wodowaną przez promieniowanie UVC.
Analizując zmiany wartości Hi (tabela 19) przejść składowych dla albumi-
ny ludzkiej wolnej od kwasów tłuszczowych, stwierdzono 27% spadek H1,
19% spadek H2 i 25% spadek H3 po 60-minutowej ekspozycji na promienio-
wanie. Największa procentowa zmiana dotyczyła więc przejścia pierwszego
(licząc w kierunku wzrastającej temperatury). Łączna zmiana wynosząca około
200 kJ mol–1 nie różniła się od zmiany entalpii denaturacji wyznaczonej dla
przejścia traktowanego całościowo. Zmniejszenie H można wyjaśnić występo-
waniem agregacji białka pod wpływem promieniowania UV, którą sugerowały
także wyniki badań spektroskopowych. Przyczyny zmniejszenia wartości ental-
pii denaturacji można również szukać w obniżeniu trwałości białka, np. w wy-
niku osłabienia wiązań wewnątrzcząsteczkowych.
Zastosowanie modelu dwustanowego z Cp  0 pozwoliło na wyciągnięcie
podobnych wniosków odnośnie do parametrów Ti oraz Hi jak tych uzyskanych
z modelu zakładającego Cp = 0. Dodatkowo płynące z niego informacje do-
tyczą zmian pojemności cieplnej w poszczególnych przejściach składowych
(Cpi) oraz tendencji zmian tych wielkości pod wpływem promieniowania. Zna-
jomość różnicy pomiędzy pojemnością cieplną białka w stanach: pofałdowanym
i rozfałdowanym jest bardzo ważna dla określenia temperaturowej zależności
konformacyjnej stabilności białka. Wiadomo, że odsłanianiu grup polarnych
i niepolarnych przy rozfałdowaniu towarzyszy zmiana pojemności cieplnej
o przeciwnych znakach. Jej dodatnie zmiany przypisywane są grupom hydrofo-
bowym białka, a ujemne grupom polarnym (DILL, 1990; MURPHY et al., 1990,
1991; LOLADZE et al., 2001).
Zależność parametrów dopasowania krzywych DSC albumin HSA i HSAf
w ramach modelu dwustanowego (Cp  0) z trzema przejściami od czasu eks-
pozycji na promieniowanie UVC zilustrowano na rys. 26 A i B. Dla obydwu ro-
dzajów albuminy ludzkiej obserwowana dodatnia wartość Cp1 lekko maleje
z wydłużaniem czasu napromieniowania, natomiast wartość Cp3 jest ujemna
i co do wartości bezwzględnej większa dla HSA niż dla HSAf (istotność różnic
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T a b e l a 19
Zależność zmian entalpii (średnia ± odchylenie standardowe) dla trzech składowych procesu ter-
micznego rozfałdowania HSA i HSAf od czasu ekspozycji na promieniowanie UVC uzyskane
w ramach modelu dwustanowego (Cp = 0)
Ekspozycja
UV / min
H1 / kJ mol–1 H2 / kJ mol–1 H3 / kJ mol–1
HSA HSAf HSA HSAf HSA HSAf
0
30
60
253 ± 43
261 ± 20
252 ± 38
313 ± 29
273 ± 33
229 ± 37
374 ± 38
375 ± 25
376 ± 29
333 ± 32
304 ± 26
271 ± 37
456 ± 36
457 ± 17
452 ± 33
347 ± 48
309 ± 30
261 ± 27
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Rys. 26. Parametry termodynamiczne (± błąd standardowy średniej) otrzymane w modelu dwu-
stanowym (Cp  0) z trzema przejściami dla HSA (A) i HSAf (B); (zestaw słupków od lewej do
prawej dla czasów ekspozycji: 0, 30, 60 min odpowiada kolejno parametrom: T1, T2, T3 (w °C),
H1, H2, H3 (w 10 kJ mol–1), Cp1, Cp2, Cp3 (w kJ mol–1 °C–1) (MICHNIK et al., 2008)
potwierdziła analiza statystyczna). Wartość Cp2 jest bliska zeru, z wyjątkiem
tej dla 30-minutowej ekspozycji — w tym przypadku przyjmuje ona znak do-
datni dla HSA i ujemny dla HSAf. Warto zwrócić uwagę, że po 30-minutowej
ekspozycji wszystkie trzy wartości Cpi znacząco różnią się pomiędzy obydwo-
ma albuminami, a kierunek zmian Cp2 i Cp3 w stosunku do warunków bez
napromieniowania jest przeciwny. Fakty te wskazują na odmienną reakcję albu-
miny odtłuszczonej i zawierającej kwasy tłuszczowe na promieniowanie UVC.
Zmiany pojemności cieplnej w roztworach białka mogą być także wynikiem
zdarzeń, w których następuje zamknięcie („zagrzebanie”) molekuł wody we
wnętrzu makromolekuły. C.J. MORTON, J.E. LADBURY (1996) oszacowali wartość
Cp „zagrzebania” molekuł wody na zawierającą się w przedziale od –50 do
–25 JK–1 (mol wody)–1. Przedstawione różnice w parametrach Cpi, świadczące
o zróżnicowanej odpowiedzi obydwu albumin na promieniowanie, mogą być za-
tem związane również ze specyficzną reorganizacją wody w zmodyfikowanych
promieniowaniem strukturach odpowiednich fragmentów cząsteczki albuminy.
Podsumowując zaprezentowane wyniki badań (MICHNIK, MICHALIK, 2004;
MICHNIK et al., 2008), promieniowanie UV jest czynnikiem, który bardzo wy-
raźnie zmienia prawidłową strukturę wszystkich badanych odmian albuminy
w wyniku modyfikacji konformacji białka oraz powodowanie jego agregacji.
Istotne wydaje się spostrzeżenie, że zmiany zachodzące w wodnych roztworach
albuminy pod wpływem promieniowania UV przebiegają w podobnym kierun-
ku jak te związane z upływem czasu, ale promieniowanie UV poza przyspiesza-
niem przemian czasowych powoduje prawdopodobnie dodatkowe zmiany struk-
turalne.
Z badań DSC oraz spektroskopowych wynika, że albumina pozbawiona
kwasów tłuszczowych jest bardziej wrażliwa na działanie zarówno promienio-
wania UV w pełnym zakresie A—C, jak i promieniowania UVC o długości fali
254 nm. Naturalnie przyłączone do albuminy kwasy tłuszczowe pełnią zatem
ochronną funkcję i powstrzymują zjawisko agregacji białka.
Szczegółowe wyniki analizy dekonwolucyjnej wskazują na różnice w kon-
formacyjnym przeorganizowaniu cząsteczki albuminy odtłuszczonej i nie-
odtłuszczonej, powodowanym promieniowaniem UV. Bardziej narażony na to
promieniowanie jest prawdopodobnie C-końcowy fragment makromolekuły al-
buminy. Atak na domenę I, czyli na N-końcową część rozfałdowującą się w roz-
tworach wodnych w wyższej temperaturze, jest przypuszczalnie słabszy, przy-
najmniej w początkowej fazie działania promieniowania.
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Podsumowanie
Śledzenie procesu rozfałdowania białka, czyli przejścia ze stanu natywnego
w zdenaturowany, dostarcza ważnych informacji na temat trwałości struktury
białka, oddziaływań istotnych dla jej stabilizacji, a także czynników powo-
dujących zmiany konformacyjne. Obecnie na temat termodynamiki fałdowania
/ rozfałdowania białek globularnych dostępna jest obszerna literatura. Różnico-
wa mikrokalorymetria skaningowa, umożliwiająca bezpośrednie wyznaczenie
cząstkowych pojemności cieplnych białek w roztworach wodnych należy do
najlepszych metod służących poznaniu tego procesu. Wybór metody DSC znaj-
duje swe uzasadnienie w unikalnej możliwości bezpośredniego wyznaczenia
zmian entalpii rozważanego procesu, a następnie przez zależności termodyna-
miczne zmian entropii i energii swobodnej Gibbsa.
W opracowaniu teorii łączącej informacje termodynamiczne uzyskane z po-
miarów kalorymetrycznych ze strukturą białka wprowadzono narzędzie do po-
znania konformacyjnej stabilności białek. Powiązanie takie dostrzegli w 1978
roku E. Freire R.L. Biltonen, tworząc podstawy analizy dekonwolucyjnej funk-
cji nadmiarowej pojemności cieplnej. Opiera się ono na formalnym związku
sumy statystycznej i funkcji nadmiarowej pojemności cieplnej przy stałym ciś-
nieniu, a także funkcji nadmiarowej entalpii. Te mierzone doświadczalnie wiel-
kości termodynamiczne zawierają zatem informację na temat stanów cząsteczki
występujących w rozważanym zakresie temperatur.
Termiczna denaturacja albuminy, białka składającego się z trzech domen,
jest procesem złożonym, którego przebieg odzwierciedlony w obrazie DSC za-
leży od rodzaju albuminy (ludzka, wołowa), formy (zawierająca kwasy tłuszczo-
we, odtłuszczona) oraz modyfikacji składu i właściwości rozpuszczalnika
(woda, wodne roztwory etanolu), jego siły jonowej, pH, stężenia białka i warun-
ków prowadzenia eksperymentu. Zaprezentowane wyniki badań pokazują, że
w procesie tym uwidaczniają się również zmiany, które zaszły w badanych roz-
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tworach białka z upływem czasu oraz pod wpływem zewnętrznych czynników
środowiskowych, np. promieniowania elektromagnetycznego. Na temat wielu
z wymienionych zależności były już wcześniejsze doniesienia literaturowe, ale
zostały one w bieżącej pracy uzupełnione (np. zbadanie zależności od pH dla
nieodtłuszczonej formy albuminy wołowej), poszerzone o dodatkowe aspekty
i przedyskutowane na tle danych literaturowych. W odróżnieniu od innych
prac, w tym opracowaniu, prawie wszystkie badania prowadzono równolegle
dla pochodzących z tego samego preparatu wyjściowego, nieodtłuszczonej oraz
pozbawionej kwasów tłuszczowych form albumin, w tych samych warunkach
doświadczalnych, w środowisku wodnym.
Specyfika termicznego rozfałdowania albuminy, które nie jest prostym
przejściem dwustanowym, wymagała dobrania zestawu modeli matematycz-
nych, opisujących poprawnie ten proces dla różnych odmian białka i pozwa-
lających analizować zmiany wywoływane w jego przebiegu określonymi czyn-
nikami fizykochemicznymi.
Wykazując możliwość rozważania procesu termicznego rozfałdowania albu-
miny w ramach termodynamiki równowagowej, przeprowadzono analizę de-
konwolucyjną funkcji nadmiarowej pojemności cieplnej badanych form albu-
min. Z zastosowaniem odpowiednich modeli udało się uzyskać oryginalne
wyniki, z których na podkreślenie zasługują:
— Udokumentowanie różnic w przebiegu procesu termicznego rozfałdowania
albumin zawierających kwasy tłuszczowe i odtłuszczonych.
— Wykazanie silniejszego wiązania etanolu do albuminy odtłuszczonej w po-
równaniu z formą nieodtłuszczoną.
— Potwierdzenie możliwości wiązania etanolu do miejsc zajmowanych
w cząsteczce albuminy przez krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe w subdo-
menie IIA.
— Spostrzeżenie o podziale makromolekuły albuminy na zależne od pH roz-
tworu podjednostki ujawniające się w trakcie jej termicznej denaturacji.
— Wykazanie odmienności reakcji albumin odtłuszczonych i nieodtłuszczonych
na promieniowanie UV przez stwierdzenie różnic w ich konformacyjnym
przeorganizowaniu pod wpływem tego promieniowania.
— Wskazanie podjednostek cząsteczki białka reagujących w pierwszej kolejno-
ści na promieniowanie UV i RF.
Z przeprowadzonych obserwacji i analiz nie można jednoznacznie stwier-
dzić, czy wyodrębnione w procesie termicznego rozfałdowania albuminy struk-
turalne podjednostki odpowiadają jej strukturze domenowej. Wydaje się to jed-
nak wysoce prawdopodobne w przypadku albumin ludzkich i nieodtłuszczonej
albuminy wołowej, gdy rozpatrywany proces przebiega w roztworach wodnych
o wartościach pH z zakresu odpowiadającego formie N albuminy. W takich wa-
runkach rozfałdowanie odtłuszczonej formy albuminy wołowej odbywa się z po-
działem na dwie, a nie na trzy podjednostki.
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Do interesujących wyników prezentowanych w tym opracowaniu należy wy-
krycie subtelnych efektów nietermicznych działania promieniowania o częstości
radiowej na wodne roztwory albuminy. Istnienie biologicznych efektów po-
wstałych na skutek „atermicznej” ekspozycji na pola elektromagnetyczne jest
nadal kontrowersyjne. Wykorzystanie wyspecjalizowanego, wysokoczułego mi-
krokalorymetru dowiodło, że nawet słabe bodźce, zmieniające w niewielkim
stopniu konformację białka mogą być wykryte z zastosowaniem techniki DSC.
Zaobserwowano, że promieniowanie RF o częstotliwości z zakresu od kilku do
kilkudziesięciu MHz wywołuje wyraźny wpływ na termiczne przemiany za-
chodzące w roztworach wodnych albuminy, choć skutek ekspozycji na promie-
niowanie nie jest natychmiastowy, lecz ujawnia się w czasie. Zaskakująco słaby
okazał się w porównaniu ze wskazanym zakresem efekt wywierany przez pro-
mieniowanie o największej z badanych częstości, 247 MHz. Interesujące byłoby
w związku z tym przeprowadzenie badań z zastosowaniem źródeł promieniowa-
nia o innych częstotliwościach, rzędu kilkuset MHz. Warto byłoby także wyko-
nać badania zmian zachodzących w roztworach albuminy metodą DLS (Dyna-
micznego Rozpraszania Światła).
Inne ważne wyniki zawarte w pracy to udokumentowanie stabilizującego
działania małych, a destabilizującego dużych stężeń etanolu na strukturę albu-
miny, wykazanie odmiennego charakteru wiązania etanolu do albuminy przy
jego niskim i wysokim stężeniu oraz istnienia miejsc wiążących o zróżnicowa-
nym powinowactwie do etanolu, z oszacowaniem minimalnych wartości para-
metrów charakteryzujących kompleksy albuminy z etanolem.
Istotnym wnioskiem wynikającym z całości zaprezentowanego materiału jest
stwierdzenie, że naturalnie przyłączone do makromolekuły albuminy kwasy
tłuszczowe pełnią ochronną funkcję, zapewniając jej większą trwałość ter-
miczną oraz powstrzymując skutki destrukcyjnego wpływu pewnych czynników,
np. promieniowania UV przez spowolnienie ogólnie zintensyfikowanego
działaniem promieniowania zjawiska agregacji białka.
Zastosowana metoda badawcza nie pozwala na zidentyfikowanie zajętych
przez kwasy tłuszczowe miejsc wiążących. Jednakże na bazie otrzymanych wy-
ników można wnioskować, że w badanej formie albuminy nieodtłuszczonej za-
jęte było miejsce w subdomenie IIA. Najistotniejsze różnice pomiędzy
odtłuszczoną i nieodtłuszczoną formą albuminy w roztworach etanolu udoku-
mentowano bowiem dla subdomeny II. Informacja, że miejsce wiążące w sub-
domenie IIA jest jednym spośród dwóch (trzech) miejsc zajmowanych przez
kwasy tłuszczowe w warunkach fizjologicznych, jest ważna z medycznego
punktu widzenia, ponieważ jest to jedno z dwóch głównych miejsc wiązania le-
ków.
Przedyskutowanie zagadnień związanych z procesem termicznego rozfałdo-
wania białka osocza, albuminy, pozwoliło na zilustrowanie różnorodności i spe-
cyfiki problemów rozwiązywanych na podstawie analizy procesów przebie-
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gających w roztworach białek pod wpływem kontrolowanego wzrostu
temperatury. Pokazano, że zastosowanie odpowiednich narzędzi, np. w postaci
właściwie dobranych modeli teoretycznych, pozwala uzyskać z kalorymetrycz-
nych pomiarów wielkości makroskopowych informacje na poziomie molekular-
nym.
Dodatek
D  I.  Wiązanie  kwasów  tłuszczowych  do  albuminy
Albumina odpowiada za transport kwasów tłuszczowych, będących ważnym
źródłem budulcowym i energetycznym dla ludzkiego organizmu. Wewnątrz or-
ganizmu są one dostarczane do komórek w formie kompleksów z albuminą.
W warunkach fizjologicznych HSA niesie około 0,1—2 moli kwasów tłuszczo-
wych na mol białka (SHRAKE et al., 1984). W wyniku dyslipidemii typowej dla
niektórych chorób sercowo-naczyniowych, jak cukrzyca czy preeklampsia, licz-
ba molekuł kwasów tłuszczowych związanych z albuminą wzrasta.
Badania nad wiązaniem kwasów tłuszczowych do albuminy surowicy trwają
od około 50 lat. Prowadzono je różnymi metodami, z których większość powo-
dowała pewne modyfikacje białka, a to komplikowało interpretację wyników.
Ujawnienie znaczącego oddziaływania pomiędzy miejscami wiążącymi kwasy
tłuszczowe i leki jest ważne z medycznego punktu widzenia. Obserwacje do-
tyczące istnienia wielokrotnych miejsc wiążących o różnym powinowactwie
mają związek z farmakokinetyką leków (GHUMAN et al., 2005).
Analiza rentgenowska kompleksów HSA z kwasami tłuszczowymi wykazała
asymetryczne rozmieszczenie miejsc wiążących dla kwasów tłuszczowych
(rys. 1B). Zasugerowano istnienie dwóch lub trzech miejsc o wysokim powino-
wactwie i przynajmniej trzech miejsc o niskim powinowactwie (CARTER, HO,
1994; PETERS, 1995). S. CURRY et al. (1998) jako pierwsi podali strukturę kry-
stalograficzną albuminy ludzkiej skompleksowanej z pięcioma molekułami kwa-
su tetradekanowego (mirystynianowego) (C14:0).
Wiązanie kwasów tłuszczowych do albuminy powoduje zmiany konforma-
cyjne (CARTER, HO 1994; CURRY et al., 1998, 1999; PETIPTAS et al., 2001) pole-
gające na rotacji domen I i III względem centralnej domeny II, przy czym każda
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z domen zachowuje swą konformację, poza dwoma helisami C-końca, które
przesuwają się na zewnątrz molekuły (SUGIO et al., 1999). Następuje poszerze-
nie molekuły białka (rys. 1A,B). Stwierdzono, że zmiany konformacyjne indu-
kowane przez kwasy tłuszczowe w HSA są odwracalne (CARTER, HO, 1994).
Kolejne badania krystalograficzne (BHATTACHARYA et al., 2000) pozwoliły na
rozróżnienie miejsc wiążących dla długo-, średnio- i krótkołańcuchowych kwa-
sów tłuszczowych. Scharakteryzowano dokładnie 9 miejsc wiążących. Wyodręb-
niono wspólny zestaw 7 miejsc wiążących dla kwasów tłuszczowych zawie-
rających w łańcuchu od 10 do 18 atomów węgla. Różnią się one geometrią
kieszeni dla kwasów tłuszczowych o różnej długości łańcucha. W 5 pierwszych
miejscach reszty metylenowe lokują się w hydrofobowych wnękach i rozciągają
się w nich niezależnie od tego, czy kieszeń jest krótka i szeroka (jak w miej-
scach 1. i 3.), czy długa i wąska (jak w miejscach 2., 4. i 5.). Charakter miejsc
6. i 7. trudniej jednoznacznie określić, jednakże stwierdzono, że są to miejsca
o mniejszym powinowactwie, bo związane kwasy C14:0 mogą być z nich wy-
parte przez konkurencyjnie wiązane leki. Jednocześnie sugeruje się, że miejsce
7. w subdomenie IIA może być pierwotnym miejscem wiązania dla krótszych
kwasów tłuszczowych. Spośród miejsc wiążących długołańcuchowe kwasy
tłuszczowe to o największym powinowactwie ulokowane jest prawdopodobnie
w subdomenie IIIB. Dla kwasów tłuszczowych o średniej długości łańcucha
(C10:0—C14:0) zidentyfikowano 4 miejsca (preferencyjne — w subdomenach
IIA i IIIA), a dla najkrótszych z badanych (C10:0) — 2 miejsca (obydwa w du-
żej szczelinie między domenami I i III). Ważne miejsce wiążące, choć o słab-
szym powinowactwie, znajduje się w centrum domeny I (BHATTACHARYA et al.,
2000; CURRY et al., 1999), blisko aktywnego miejsca wiążącego dla miedzi,
w sąsiedztwie cysteiny Cys-34 (GRYZUNOV et al., 2003).
Obserwacje poczynione w badaniach strukturalnych są w zgodzie z wcześ-
niejszymi danymi NMR (PISTOLA et al., 1987) wskazującymi, że miejsca
wiążące bez znaczącego wkładu oddziaływań elektrostatycznych między
białkiem i kwasami tłuszczowymi charakteryzują się niższym powinowactwem
i są okupowane tylko przy wysokim stosunku molowym kwasów tłuszczowych
do białka.
Interesującym zagadnieniem jest jednoczesne wiązanie kwasów tłuszczo-
wych i innych ligandów do makromolekuły albuminy. Stwierdzono, że struktura
krystaliczna potrójnego kompleksu HSA-mirystynian-hemina ujawnia konforma-
cję pośrednią między odtłuszczoną i skompleksowaną z kwasami tłuszczowymi
formą albuminy. Hemina wiązana jest w hydrofobowej wnęce subdomeny I B,
zajmowanej zwykle przez kwasy tłuszczowe (ZUNSZAIN et al., 2003 b). Pokaza-
no, że wiązanie kwasów tłuszczowych ułatwia utlenianie grup SH Cys-34
i przekształca kompleksy albuminy z miedzią z antyoksydantów w prooksydan-
ty (GRYZUNOV et al., 2003). Wykazano, że siła wiązania genisteiny, związku
z grupy izoflawonoidów, jest taka sama dla HSA i BSA, ale niższa dla albumi-
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ny ludzkiej wolnej od kwasów tłuszczowych, co świadczy o tym, że związane
kwasy tłuszczowe wzmacniają powinowactwo genisteiny do HSA (MAHESHA et
al., 2006). Obecność kwasów tłuszczowych zatem zmienia zarówno strukturę,
jak i własności funkcjonalne albuminy.
D  II.  Siły  stabilizujące  strukturę  białka
Aby białko mogło pełnić przeznaczone mu funkcje, musi być utrzymywane
w charakterystycznym dla niego stanie natywnym. Od wielu lat prowadzi się
badania mające na celu wyjaśnienie roli różnych typów oddziaływań w tworze-
niu i utrzymywaniu zwiniętej, zwartej struktury białka. Konformacja łańcucha
peptydowego zależy od jego sekwencji aminokwasowej. Kowalencyjne wiazania
peptydowe oraz kowalencyjne mostki dwusiarczkowe budują „szkielet” białka.
Kształtowanie ostatecznej jego struktury uwarunkowane jest natomiast
współgraniem silnych oddziaływań kowalencyjnych i słabych oddziaływań nie-
kowalencyjnych. Zagadnienia dotyczące tej tematyki są szeroko omawiane
i dyskutowane (FINKELSTEIN, PTITSYN, 2002; JACKSON, 2006; PACE et al., 1996;
ZIELENKIEWICZ, 2003 b). Duży wysiłek i zaangażowanie wielu badaczy ukierun-
kowane są na problem rozdzielenia energetycznych wkładów poszczególnych
rodzajów sił stabilizujących natywny stan białka. Badania skupiają się wokół
zagadnień związanych ze względnym udziałem wiązań wodorowych, mostków
solnych (oddziaływań między przeciwnie naładowanymi grupami łańcuchów
bocznych), oddziaływań hydrofobowych. Stale poszukiwana jest odpowiedź na
pytanie, czy istnieją ogólne zasady kierujące procesem fałdowania się białek,
czy proces ten jest indywidualny dla danego białka.
Jedne z pierwszych prac dotyczyły prób oceny udziału oddziaływań elektro-
statycznych. Zjawisko kwasowej denaturacji białek, w której energia swobodna
oddziaływań elektrostatycznych jest modyfikowana przez zmniejszanie pH, wy-
raźnie wskazuje, że jonizowalne grupy mogą dawać istotny wkład w stabilizację
struktury białek. Stwierdzono jednakże, że oddziaływania pomiędzy parami jo-
nów na powierzchni białka odgrywają drugorzędną rolę w stabilizacji stanu na-
tywnego białka (DILL, 1990; YANG, HONG, 1993). Jednocześnie wiele danych
eksperymentalnych wskazuje na istotność resztowych oddziaływań pomiędzy
ładunkami w stanie zdenaturowanym (WHITTEN, GARCIA-MORENO, 2000),
a optymalizacja oddziaływań między ładunkami na powierzchni białek wydaje
się użyteczną strategią w uzyskiwaniu termostabilnych enzymów
(SANCHEZ-RUIZ, MAKHATADZE, 2001).
Badania ukierunkowanej mutagenezy białek dostarczyły wielu informacji na
temat udziału specyficznych reszt aminokwasowych w stabilizacji struktury
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białka. Na przykład białka mające zagłębienia w rdzeniu hydrofobowym można
stabilizować przez zastąpienie dużych, niepolarnych reszt aminokwasowych
małymi, niepolarnymi aminokwasami (np. zastąpienie leucyny waliną). Nato-
miast destabilizację białka osiąga się przez usunięcie mostków dwusiarczko-
wych, wprowadzenie dużych, niepolarnych aminokwasów, które nie mogą
zmieścić się w rdzeniu hydrofobowym lub zastąpienie polarnych reszt amino-
kwasowych — tworzących korzystne dla stabilności białka wiązania wodorowe
lub mostki solne — resztami nietworzącymi takich połączeń.
Większość z przeprowadzonych badań wskazuje, że najważniejsze siły
rządzące strukturą i oddziaływaniami molekuł biologicznych są związane
z efektem hydrofobowym. Jego wkład do termicznej stabilności białek jest rzę-
du setek kJ mol–1. W celu zrozumienia fizycznych podstaw tego efektu od wielu
lat prowadzi się badania oddziaływań pomiędzy substancją rozpuszczoną i roz-
puszczalnikiem dla serii związków organicznych uporządkowanych ze względu
na ich hydrofobowość (PIEKARSKI, TKACZYK, 1995; TANIEWSKA-OSIŃSKA,
PIEKARSKI, 1984, 1994; SPOLAR et al., 1992; ZIELENKIEWICZ, POZNAŃSKI, 1998,
1999; ZIELENKIEWICZ, 2003).
Spośród wielkości termodynamicznych charakteryzujących hydrofobową
naturę związku, jedną z najdokładniej określonych jest cząstkowa molowa ob-
jętość V 2
0 wyznaczona z pomiarów gęstości. Są też precyzyjne dane do-
tyczące tej wielkości dla grup związków organicznych (alkenów, amin, ami-
dów, alkoholi, aminokwasów i peptydów), które traktuje się jako modelowe
dla białek i kwasów nukleinowych. Korzystając ze znanych wartości V 2
0 za-
proponowano nowy, dogodny parametr do porównywania związków o różnej
strukturze i polarności (ZIELENKIEWICZ, POZNAŃSKI, 1998 a, b), a mianowicie
względną gęstość powłoki solwatacyjnej, , zdefiniowaną jako stosunek
różnicy V M2 —V 2
0 do V1, solv (V
M
2 — objętość molekularna, V1, solv — objętość
powłoki solwatacyjnej). Wyliczając objętość powłoki solwatacyjnej (jako
równą objętości wyznaczonej przez przetoczenie sfery o średnicy jednej mo-
lekuły rozpuszczalnika po powierzchni substancji rozpuszczonej) i szacując
wartości V M2 półempirycznie, stosując metody mechaniki molekularnej, wy-
znaczono wartości  dla wody i wodnych roztworów wielu wspomnianych
grup związków organicznych. Stwierdzono, że wartości  silnie zależą od
liczby grup CH2, jest też liniowa dodatnia korelacja pomiędzy  i polarnością
(zdefiniowaną jako stosunek powierzchni molekularnej polarnych grup i ato-
mów eksponowanych na rozpuszczalnik do całkowitej powierzchni molekular-
nej) w danych seriach związków. Wartości  maleją ze wzrostem hydrofobo-
wości związku rozpuszczonego. Są ujemne, co oznacza, że średnia gęstość
wody w powłoce hydratacyjnej jest mniejsza niż dla czystej wody (koncepcja
„góry lodowej”). Zależą one silnie od struktury molekuły — różnią się dla
związków liniowych i cyklicznych o tej samej liczbie grup CH2 i NH
(ZIELENKIEWICZ, POZNAŃSKI, 1998 a, b).
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Wzrost hydrofobowości rozpuszczalnika sprzyja destabilizacji białka i jego
denaturacji. Nasilenie denaturującego działania alkoholi, alkilomoczników,
alkiloamidów ze wzrostem długości ich łańcucha alkilowego odzwierciedla ich
zdolność do współzawodnictwa w hydrofobowych kontaktach pomiędzy reszta-
mi aminokwasowymi we wnętrzu białka (LUBAS et al., 1979; MICHNIK, LUBAS,
1986; HERSKOVITZ et al., 1970 a—c).
Oddziaływania hydrofobowe są zależne od temperatury (SCHELLMAN, 1997).
Słabną wraz z jej obniżaniem aż do momentu, gdy przestają być na tyle silne,
by stabilizować stan natywny białka. W niskich temperaturach (zwykle poniżej
0°C) obecność hydrofobowych powierzchni wnosi stosunkowo małą różnicę ze
względu na istniejące w wodzie wystarczające uporządkowanie. Osłabienie od-
działywań hydrofobowych powoduje denaturację białka, zatem, zarówno niska,
jak i wysoka temperatura mogą denaturować białko (GRIKO, PRIVALOV, 1992;
NEIRA, GOMEZ, 2004). Efekt hydrofobowego wkładu do energii swobodnej
Gibbsa rozfałdowania białka w temperaturze 25°C szacuje się na około 8 kJ
mol–1 na resztę aminokwasową (ROBERTSON, MURPHY, 1997; MAKHATADZE,
PRIVALOV, 1995).
Choć oddziaływania hydrofobowe są tymi, które odgrywają pierwszopla-
nową rolę w procesie zwijania się łańcucha polipeptydowego, a rola wiązań wo-
dorowych, tworzonych dopiero po zaistnieniu asocjacji grup niepolarnych, jest
prawdopodobnie wtórna, mają one olbrzymie znaczenie w stabilizacji specy-
ficznej konformacji białka. Prawie 90% wszystkich grup w białku, które mogą
tworzyć wiązania wodorowe, tworzą je pomiędzy sobą lub z molekułami ośrod-
ka. Średnie czasy życia takich wiązań są prawdopodobnie rzędu 10–12 s (HUANG,
2005). Średnia długość wiązań wodorowych obserwowanych w białkach wynosi
3,04 Å (STICKLE et al., 1992). Najliczniejszą grupę wiązań wodorowych (68,1%)
tworzą wiązania typu C=O····H—N, następnymi pod względem liczebności są
wiązania: C=O····łańcuch boczny (10,9%), N—H····łańcuch boczny (10,4%),
łańcuch boczny····łańcuch boczny (10,6%) (STICKLE et al., 1992).
Eksperymenty dotyczące stabilności zmutowanych białek sugerują, że
wiązania wodorowe wnoszą coś więcej ponad stabilizację zainicjowanych po-
przez kontakty hydrofobowe struktur (MYERS, PACE, 1996). Białka są faktycznie
destabilizowane przez mutacje reszt tworzących wiązania wodorowe. Chociaż
dowolna mutacja ma wielorakie efekty energetyczne, po uważnym oszacowaniu
różnych wkładów stwierdzono, że usunięcie wiązania wodorowego destabilizo-
wało stan natywny, powodując zmianę jego energii swobodnej aż o 4RT. Średni
efekt stabilizujący jednego wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego oce-
niono na 1 do 2 kcal mol–1.
Interesujące podejście do roli wiązań wodorowych rozwinięto, używając wy-
miany wodorowo-deuterowej (SHI et al., 2002). Deuter wchodzi selektywnie
w słabsze wiązania wodorowe. Silniejsze wiązania wodorowe preferują protony.
Stosunek deuter/wodór (mierzony techniką NMR) może być użyty do osza-
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cowania energii poszczególnych wiązań wodorowych w białku. Co więcej,
osłabienie wiązań wodorowych przez wymianę izotopową przesuwa równowa-
gę pomiędzy stanem natywnym i zdenaturowanym. Te eksperymenty prowadzą
do oszacowań 2,9 kJ mol–1 (około 1RT) dla wkładu wiązania wodorowego
w -helisie do stabilności stanu zwiniętego. Efekt stabilizujący jest różny dla
różnych białek i w białkach z mniejszą zawartością -helisy i większą zawarto-
ścią -kartki, efekt stabilizujący wiązań wodorowych nie jest widoczny. Na
energetykę wiązań wodorowych wpływa polarność środowiska. W wodzie
wiązanie wodorowe jest procesem wymiany, w którym kontakty z wodą są
zastąpione przez kontakty wewnątrzcząsteczkowe; zmiana energii swobodnej
związana z wymianą wiązania wodorowego jest mała. Kiedy wiązanie wodoro-
we tworzy się pomiędzy dwoma grupami w białkowym wnętrzu, woda zostaje
wykluczona. Wiązanie wodorowe nie jest wtedy procesem wymiany, a cała
energia wiązania jest dostępna dla kierowania tworzeniem struktury drugorzę-
dowej.
D  III.  Wpływ  środowiska  na  konformacyjną  stabilność  makromolekuły  białka
Środowisko makromolekuły może być modyfikowane różnymi czynnikami,
wpływającymi na równowagę sił decydujących o przyjmowanych przez białko
konformacjach.
Woda. Aktywność białka oraz jego konformacyjna elastyczność są w du-
żym stopniu uwarunkowane jej obecnością. Hydratacja wpływa na trójwymia-
rową strukturę białka. G.I. Makhatadze i P.L. Privalov przeanalizowali jej zna-
czenie w procesie fałdowania się białka, wyliczając entalpię, entropię i energię
Gibbsa hydratacji polarnych i niepolarnych grup przy rozfałdowaniu kilku
białek globularnych w zakresie temperatur od 5°C do 125°C (MAKHATADZE,
PRIVALOV I, II, 1993). Wykazali oni, że entalpia hydratacji polarnych grup
znacznie przewyższa entalpię hydratacji grup niepolarnych. Przy niskich tempe-
raturach obydwie entalpie są ujemne i zmieniają się w przeciwnych kierunkach
ze wzrostem temperatury. Entalpia przeniesienia niepolarnych grup z wnętrza
białka do wody jest ujemna poniżej temperatury 25°C i dodatnia powyżej tej
temperatury. Entalpia przeniesienia polarnych grup z wnętrza białka do wody
jest dodatnia w niskich temperaturach i staje się ujemna w wysokich temperatu-
rach. W rozważanym zakresie temperatur entalpia przeniesienia niepolarnych
grup dominuje. Skutkiem tego jest dodatnia entalpia rozfałdowania białka wraz
ze wzrostem temperatury. Entropia hydratacji jest ujemna zarówno dla polar-
nych, jak i niepolarnych grup, ale podobnie jak entalpia zmienia się w przeciw-
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nych kierunkach ze wzrostem temperatury. Co do wartości bezwzględnej entro-
pia hydratacji grup polarnych wzrasta, a niepolarnych maleje, stając się zerem
w 122°C dla grup alifatycznych i w 104°C dla grup aromatycznych, a następnie
zmienia znak w wyższych temperaturach. Hydratacja grup polarnych i aroma-
tycznych niepolarnych destabilizuje natywną strukturę białka, podczas gdy hy-
dratacja niepolarnych grup alifatycznych (hydratacja hydrofobowa) stabilizuje
ją. Za zimną denaturację białka (mówimy o niej wtedy, gdy stan zdenaturowa-
ny występuje w niższej temperaturze niż stan natywny) jest głównie odpowie-
dzialna hydratacja grup polarnych (PRIVALOV, MAKHATADZE, 1993).
Wiedza na temat wkładu hydratacji w konformacyjną stabilność białek stale
nie jest wyczerpująca. Brak np. jednoznacznej opinii na temat zawartości wody
we wnękach hydrofobowych (MYERS, PACE, 1996).
Temperatura. Jej wzrost ma dezorganizujący wpływ na rozpuszczalnik i na
makromolekułę, sprawia, że konformacje o większej całkowitej energii swobod-
nej stają się dostępne i ostatecznie wiedzie makromolekułę w kierunku bardziej
rozfałdowanej formy przez zwiększenie „stresu termicznego” na słabe od-
działywania trzymające łańcuch lub łańcuchy polipeptydowe razem. Kiedy tem-
peratura wzrasta, oddziaływania elektrostatyczne zmieniają się nieznacznie,
wiązania wodorowe ulegają osłabieniu, a hydrofobowe wzmocnieniu (do tempe-
ratury około 110°C (WANG, 1999)).
Ciśnienie. Poddanie białka ciśnieniu hydrostatycznemu prowadzi do jego
rozfałdowania. Fakt, że białka mogą być rozfałdowywane przez ciśnienie, wyni-
ka z ogólnej termodynamicznej zależności:
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(K jest stałą równowagi reakcji rozfałdowania w standardowym stanie 0, V0
jest zmianą objętości). Wynika z niej, że w stałej temperaturze powinna nastę-
pować w procesie rozfałdowania ogólna ujemna zmiana objętości. W ogromnej
większości przypadków wyniki badań rzeczywiście wskazują na znaczące
zmniejszenie się objętości przy rozfałdowaniu (FRYE, ROYER, 1998; ROYER,
2002). Są jednak także dane świadczące o tym, iż z powodu różnicy w rozsze-
rzalności termicznej pofałdowanego i rozfałdowanego stanu białka znak zmiany
objętościowej może stać się dodatni w wysokich temperaturach (ROYER, 2005).
Eliptyczny kształt diagramu fazowego obserwowany dla roztworów białek suge-
ruje, że przy pewnych wartościach ciśnienia i temperatury zmiany objętości
przy rozfałdowaniu mogą być dodatnie (SMELLER, 2002). Wpływ ciśnienia na
strukturę białka zależy od zmian w objętości i ściśliwości, które towarzyszą
białkowym przejściom konformacyjnym, w szczególności częściowemu lub
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całkowitemu rozfałdowaniu. Zmiany w energii swobodnej rozfałdowania w od-
niesieniu do ciśnienia atmosferycznego p0 są dane równaniem:
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które może być rozwinięte w szereg Taylora
(DIII.3)  

G G V p p p pu p u p u
u
( ) ( ) ( ) ( ) . . . ,     0
0
0 0
2
2

gdzie:  = V/p jest ściśliwością izotermiczną. Nieliniowość wykresu lnK
względem ciśnienia wskazuje, iż zmiana ściśliwości jest wkładem, który nie po-
winien być zaniedbany.
Ponieważ zmiany objętości zależą nie tylko od ciśnienia, lecz także od tem-
peratury, należy jeszcze uwzględnić czynnik związany z rozszerzalnością ter-
miczną:  = V/T. Zatem:
(DIII.4)   V V T T p p    0 0 0 ( ) ( ).
Za ciśnieniowo-indukowane rozfałdowanie białka w dużej mierze odpowie-
dzialne są efekty solwatacyjne (ROYER, 2005). Pod wpływem wysokiego ciśnie-
nia woda penetruje puste przestrzenie w białku, co destabilizuje wewnętrzne
połączenia i ułatwia proces denaturacji. Jedną z ważniejszych przyczyn denatura-
cji ciśnieniowej jest prawdopodobnie osłabienie hydrofobowych oddziaływań
między niepolarnymi łańcuchami bocznymi (BALNY et al., 2002; HARANO,
KINOSHITA, 2006), choć przeciwny pogląd, sugerujący stabilizację oddziaływań
hydrofobowych przez podwyższone ciśnienie jest także spotykany w doniesie-
niach literaturowych (BOONYARATANAKORNKIT et al., 2002). Ostatnie badania
wskazują, że całokształt ścieżek rozfałdowania przy ciśnieniowej denaturacji jest
inny niż przy denaturacji cieplnej lub chemicznej (HARANO, KINOSHITA, 2006).
Białka suche, w stanie stałym są bardzo odporne na ciśnieniową denatura-
cję. Mały wzrost ciśnienia może zwiększać odporność białka zarówno na
zimną, jak i na cieplną denaturację. Pierwszo- i drugo-rzędowa struktura białek
nie jest zmieniana nawet przez tak wysokie ciśnienia, jak 10 kbar, czyli 1000
MPa (BOONYARATANAKORNKIT et al., 2002). Dysocjacja multimerycznych białek
występuje zwykle przy ciśnieniach 100—200 MPa, a typowe ciśnienie powo-
dujące rozfałdowanie białka to około 500 MPa (SMELLER, 2002).
pH. Zmiany w stężeniu jonów wodorowych mogą wpłynąć na specyficzne
wiązanie protonów do ulegających jonizacji miejsc makromolekuły, jak również
na naturę rozpuszczalnika przez zmianę względnych stężeń uwodnionych proto-
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nów. Grupy funkcyjne (aminowe, karboksylowe itd.) biomolekuł dysocjują
przy określonej wartości pH, a wiele ich właściwości biologicznych i fizycz-
nych zależy od tej dysocjacji. Przy wartościach pH dalekich od pI danego
białka pojawia się tendencja do rozfałdowania ze względu na wzrost odpycha-
nia elektrostatycznego pomiędzy podobnymi ładunkami w białku (DILL, 1990,
WANG, 1999). Zmiana pH może zmieniać względną stabilność subdomen, co
pociąga zmiany w kooperatywności procesu fałdowania (rozfałdowania).
Rozpuszczalniki niewodne, takie jak: alkohole, dioksan, dimetylosulfotle-
nek, glikol etylenowy, zmniejszają stałą dielektryczną ośrodka i wzmacniają
wewnątrz- i międzycząsteczkowe oddziaływania elektrostatyczne. Dla zro-
zumienia wpływu tych rozpuszczalników na trwałość struktur białkowych po-
mocne są wyniki badań prowadzonych w celu wyjaśnienia natury wodnych
roztworów tych substancji organicznych (PIEKARSKI, TKACZYK, 1995;
TANIEWSKA-OSIŃSKA, PIEKARSKI, 1984, 1994).
W kontakcie z rozpuszczalnikiem znikają rdzenie hydrofobowe białka,
a jego powłoka hydratacyjna może ulec zniszczeniu, prowadząc do destabiliza-
cji i rozfałdowania białka. Niewodne rozpuszczalniki redukują energię swo-
bodną stanu rozfałdowanego przez solwatację wyeksponowanych reszt niepolar-
nych (DILL, 1990).
Substancje współzawodniczące w tworzeniu wiązań wodorowych — jak
mocznik, sole guanidyny, formamid; mogą znacząco zmienić trwałość konfor-
macji makromolekularnych, w ogólności kierując je do formy rozfałdowanej.
Przy niskich stężeniach tych denaturantów możliwy jest efekt stabilizacji i akty-
wacji białka (HUNG, CHANG, 1998; STANIFORTH et al., 1998; MAYR, SCHMID,
1993). Ze względu na wiązanie molekuł związku denaturującego do białka na
zasadzie licznych wiązań wodorowych znaczącym ograniczeniom podlega kon-
formacyjna swoboda łańcucha polipeptydowego i wątpliwości budzi obecność
konformacji kłębka statystycznego w stężonych roztworach tych związków de-
naturujących (MAKHATADZE, PRIVALOV, 1992).
Substancje wpływające na oddziaływania hydrofobowe — takie jak wę-
glowodory alifatyczne i aromatyczne, znacząco modyfikują siłę oddziaływań
hydrofobowych i zmieniają strukturę rozpuszczalnika.
Sole obojętne — mogą reagować z biomolekułami na różne sposoby; za-
leżnie od typu, stężenia soli, pH roztworu, mogą stabilizować, destabilizować
lub nie mieć wpływu na trwałość białka (KOHN et al., 1997). Są one używane
do modyfikacji konformacyjnej stabilności i rozpuszczalności makromolekuł,
a także w badaniach wytrącania i krystalizacji białek (GEORGALIZ et al., 1997;
WSZELAKA-RYLIK, ZIELENKIEWICZ, 2007; A. ZIELENKIEWICZ, 2005, 2007). Sole
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zmieniają oddziaływania elektrostatyczne w białku na dwa sposoby: przez nie-
specyficzne ekranowanie elektrostatyczne (Debye’a—Hückla) i przez specy-
ficzne wiązanie jonów do białka.
Stwierdzono, że NaCl podwyższa zarówno temperaturę jak i entalpię BSA,
czyniąc strukturę białka bardziej zwartą dzięki zwiększonej sile jonowej, powo-
dującej redukcję długozasięgowych elektrostatycznych oddziaływań odpy-
chających pomiędzy ładunkami (GIANCOLA et al., 1997). Zauważono także
związek pomiędzy obecnością NaCl w roztworze a termiczną agregacją białka,
np. Rnasy przy pH 3 (TSAI et al., 1998).
Detergenty, w tym surfaktanty — są związkami powierzchniowo czynnymi,
obniżają napięcie powierzchniowe wody. Wpływają na funkcjonalne właściwo-
ści białek. Przez oddziaływanie z białkami mogą modyfikować trwałość i cha-
rakterystyki układów zawierających białka (np.: żeli, pianek, emulsji). Ich
wiązanie do białek może powodować zmiany w konformacji makromolekuł,
może prowadzić zarówno do stabilizacji, jak i destabilizacji struktury białka za-
leżnie od rodzaju związku, jego stężenia oraz warunków środowiskowych
(DEEP, AHLUWALIA, 2001). Wyróżnia się surfaktanty niejonowe i jonowe. Ni-
skie stężenia surfaktantów niejonowych redukują agregację oraz hamują che-
miczną degradację białek. Jonowe surfaktanty mogą się wiązać zarówno do po-
larnych, jak i niepolarnych grup w białku i powodują denaturację. Siarczan
dodecylosodowy (SDS), jeden z najpowszechniej badanych anionowych surfak-
tantów, powoduje rozfałdowanie większości białek, jeśli jego stężenie jest wię-
ksze niż 2 mM (MOOSAVI-MOVAHEDI et al., 1997; NAZARI et al., 1997; DAYER et
al., 2002). W niskich stężeniach SDS zapobiega autooksydacji hemoglobiny
(DAYER et al., 2002), przy stosunku molowym SDS/BSA poniżej 10 wpływa on
stabilizująco na albuminę surowicy wołowej (GIANCOLA et al., 1997).
Jony metali. Zależnie od typu i stężenia mogą destabilizować lub stabilizo-
wać białko oraz zmieniać jego aktywność (COOPER et al., 1997). Pewne białka
są stabilne tylko w obecności szczególnych jonów metali. Nawet znacząca
zmiana konformacyjnej stabilności białka, spowodowana wpływem jonów meta-
li, może następować bez zmiany struktury drugorzędowej (WANG, 1999). Zdol-
ność jonu wapnia Ca2+, umożliwiająca jego równoczesne koordynowanie z wie-
loma ligandami (atomami tlenu) pozwala mu na sieciowanie różnych
segmentów białka i indukowanie dużych zmian konformacyjnych. Związanie jo-
nów Ca2+ do kilku miejsc wiążących kalmoduliny przekształca to białko z for-
my nieaktywnej w formę aktywną. Po zaktywowaniu kalmodulina wiąże się
z wieloma enzymami i innymi docelowymi białkami w komórce, modyfikując
ich działanie (Stryer, Biochemia). Jony metali przejściowych mogą katalizować
utlenianie białek (CHENG et al., 1991; WANG, 1999; GRYZUNOV et al., 2003;
STADLER et al., 2004).
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D  IV.  Pomiary  kalorymetryczne  i  spektrofotometryczne
Materiałem badawczym była surowicza albumina, min. 99% czystości, po-
zbawiona globulin (Sigma): BSA — wołowa, (Lot 79H7614, 023K7612), BSAf
— odtłuszczona (Lot 89H7604), zawartość kwasów tłuszczowych poniżej
0,005%, HSA — ludzka (A8763, Lot 111K7612), HSAf — odtłuszczona
(A3782, Lot 113K7601), zawartość kwasów tłuszczowych poniżej 0,005%.
Pomiary kalorymetryczne wykonano z zastosowaniem różnicowego mikro-
kalorymetru skaningowego VP DSC (MicroCal Co.), a spektroskopowe —
z zastosowaniem spektrofotometru UV VIS Jasco V — 530.
Wszystkie badania przeprowadzono w roztworach wodnych. Kontrolowano
wartość pH roztworów białek w trakcie eksperymentu. W tabeli D1 scharakte-
ryzowano ogólne warunki doświadczalne w przeprowadzonych badaniach kalo-
rymetrycznych roztworów albuminy, modyfikowanych wpływem wybranych
czynników fizykochemicznych. Szczegóły dotyczące poszczególnych typów
eksperymentów opisano w pracach (MICHNIK, 2003, 2007 a; MICHNIK et al.,
2004, 2005 a, 2007 b, 2008).
W celu zapewnienia dobrej powtarzalności pomiarów DSC, przed seriami
pomiarów właściwych wykonywano kilkakrotny pomiar instrumentalnej linii ba-
zowej (rozpuszczalnik — rozpuszczalnik), upewniając się, że jest on prawie
idealnie powtarzalny.
Dane DSC analizowano przy użyciu oprogramowania MicroCal Origin, na-
tomiast widma UV VIS — w ramach oprogramowania Spectra Analysis. Przed
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T a b e l a D1
Warunki doświadczalne w kalorymetrycznych badaniach przemian konformacyjnych białek, mo-
dyfikowanych wpływem wybranych czynników fizykochemicznych
Rodzaj badania Białko Stężenie białka / mM(± 0,002 mM) pH roztworu
Szybkość skanowania
/ °C min–1
Podstawowe BSA
BSAf
HSA
HSAf
0,029—0,075
0,029—0,075
0,015—0,15
0,015—0,075
5,5 ± 0,3
5,5 ± 0,3
6,0 ± 0,5
6,0 ± 0,5
0,7—1,5
0,7—1,5
0,7—1,5
0,7—1,5
Wpływ pH BSA 0,022 i 0,044 3,0—7,0 0,7—1,5
Wpływ etanolu HSA
HSAf
0,022 i 0,045
0,022 i 0,045
6,0 ± 0,5
6,0 ± 0,5
1,0
1,0
Wpływ promieniowania
o częstościach radiowych
BSA 0,044 5,5 ± 0,3 1,0
Wpływ promieniowania UV BSA
BSAf
HSA
HSAf
0,044
0,044
0,022
0,022
5,5 ± 0,3
5,5 ± 0,3
6,0 ± 0,5
6,0 ± 0,5
1,0
1,0
1,0
1,0
dokonaniem normalizacji stężeniowej przeprowadzano spektrofotometryczną
korekcję stężeń białka w roztworze. Przy opracowywaniu krzywych DSC stoso-
wano sigmoidalną linię bazową, z wyjątkiem przypadku BSAf (MICHNIK,
2003), gdzie wybrano linię bazową typu liniowego.
D  V.  Analiza  statystyczna  wyników
Analizę statystyczną przeprowadzono w programie STATISTICA 7.0.
Przed wyborem odpowiedniej procedury statystycznej dla zweryfikowania
postawionych hipotez, w celu sprawdzenia normalności rozkładów, stosowano
test Schapiro—Wilka, a żeby potwierdzić jednorodność wariancji — test Leve-
ne’a. Przy porównaniach średnich wartości parametrów wyznaczonych doświad-
czalnie, a także w ramach stosowanych modeli teoretycznych oraz badając
wpływ wybranych czynników fizykochemicznych na te parametry, wykorzysta-
no analizę wariancji (ANOVA/MANOVA) lub testy nieparametryczne: Kruskala
Wallisa w przypadku zmiennych niepowiązanych i test Friedmana, gdy zmienne
należało traktować jako powiązane. Jeśli analiza wariancji wskazała na istotność
różnic, stosowano testy post hoc: zwykle był to test Scheffego lub RIR Tukeya.
W niektórych przypadkach porównywano średnie tylko w dwóch grupach i wte-
dy użyto testu Manna—Whitneya lub Wilcoxona, zależnie od typu zmiennych.
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Anna Michnik
Microcalorimetric  study  of  albumin  conformational  changes  induced  by  various  physicochemical  factors
S u m m a r y
Thermal unfolding of albumin in aqueous solutions proceeding under different
physico-chemical conditions has been investigated using differential scanning calorime-
try (DSC). The dependence of the observed conformational restructuring on the kind of
albumin (human, bovine), its form (fatty acid free and nondefatted), the properties of
solvent (water, ethanol solutions), ionic strength, pH, protein concentration and experi-
mental conditions has been discussed in this work. The endothermic unfolding transi-
tion has been shown to be modified by time changes and changes induced by such envi-
ronmental factors as radio frequency radiation or UV radiation.
Considering the process of albumin thermal unfolding within the equilibrium ther-
modynamics, a deconvolution of DSC traces have been performed using the appropriate
mathematical models. Structurally independent subunits revealed during thermal dena-
turation of albumin has been found pH dependent. At pH range corresponding to the N
form of albumin these subunits could be correlated with three albumin domains for hu-
man albumins and nondefatted bovine albumin. Under the same conditions two subunits
have been revealed for fatty acid free bovine albumin: C-terminal fragment containing
domain III and the greater part of domain II and the N-terminal fragment containing
domain I and the smaller part of domain II.
DSC study of albumin in ethanol solutions has revealed stronger binding of ethanol
to defatted than to nondefatted albumin. The interaction of ethanol with fatty acid bind-
ing sites located in subdomain IIA has been confirmed. Ethanol has been observed to
be a stabilizer of the folded state of albumin at a lower concentration contrary to the
high denaturant concentration where its binding to the unfolded protein predominates.
The obtained results indicate that the influence of radiofrequency radiation (from
several to tens MHz) on albumin unfolding events could be detected using ultrasensitive
microcalorimeter. That influence is not observed immediately, however, the differences
between DSC profiles for irradiated and nonirradiated albumin solutions have appeared
during their storage. The changes in irradiated samples outpace nonirradiated ones.
Calorimetric and spectroscopic results have shown the conformational restructuring
of albumin under UV irradiation. The differences in response to UV radiation between
nondefatted and fatty acid free albumins have been found. Albumin devoid of endoge-
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nous fatty acids has been suggested to be more susceptible to aggregation caused by
UV A—C as well as 254 nm UVC radiation. DSC curve deconvolution results allow to
conclude that the C-terminal fragment of albumin macromolecule, containing domain
III, is the most liable part to UV radiation.
The studies presented by the author have revealed the fundamental role of the pres-
ence of fatty acids for the thermal stability, conformational rearrangement and binding
properties of albumin macromolecule.
Anna Michnik
Mikrokalorimetrische  Untersuchungen  von  Konformationsumwandlungen
des  dem  Einfluss  von  ausgewählten  physikochemischen  Faktoren  ausgesetzten  Albumins
Z u s a m m e n f a s s u n g
Die vorliegende Arbeit beinhaltet die Ergebnisse der Untersuchungen von struktu-
rellen Umwandlungen des Albumins unter dem Einfluss der kontrollierten Temperatur-
zunahme in wässerigen Lösungen. Die thermische Entfaltung der dem Einfluss von ver-
schiedenen physikochemischen Faktoren ausgesetzten menschlichen Albumine und
Rindsalbumine wurde mit Hilfe der differentialen Scanningmikrokalorimetrie (DSC)
untersucht. Man diskutierte die Abhängigkeit des genannten Prozesses von der Art des
Albumins (menschliches Albumin, Rindsalbumin), dessen Struktur (fettsäurereiches Al-
bumin, entfettetes Albumin), von der modifizierten Zusammensetzung und Eigenschaf-
ten des Lösungsmittels (Wasser, wässerige Äthanollösungen), dessen Ionenkraft, pH,
von Eiweißkonzentration und von den Versuchsbedingungen. Es wurde festgestellt, dass
der bei thermischer Entfaltung beobachtete endotherme Übergang von DSC spiegelt die
in den untersuchten Eiweißlösungen mit der Zeit und unter dem Einfluss von äußeren
Umweltfaktoren eingetretenen Änderungen wider.
Die thermische Entfaltung des Albumins der Gleichgewichtsthermodynamik gemäß
untersuchend analysierte man die Funktion der Überschusswärmekapazität des Eiweiß-
körpers mit Hilfe der entsprechenden mathematischen Modelle. Es wurden die im Pro-
zess der thermischen Denaturierens erscheinenden, strukturellen, von pH abhängenden
Untereinheiten abgetrennt. Es wurde festgestellt, dass diese Untereinheiten in wässeri-
gen Lösungen mit den dem N-Albumin entsprechenden pH-Werten mit drei Moleküldo-
mänen des menschlichen Albumins und des nicht entfetteten Rindsalbumins korreliert
werden können. Die Entfaltung des entfetteten Rindsalbumins verläuft in den Umstän-
den mit der Aufteilung in zwei Untereinheiten: den die III. Domäne und den größten
Teil der II. Domäne umfassenden C- Endteil, und den aus der I. Domäne und dem klei-
neren Teil der II. Domäne gebildeten N- Endteil.
Aus der Beobachtung von thermischen Charakteristiken des Albumins in wäss-
erigen Äthanollösungen wurde geschlossen, dass sich das Äthanol besser mit entfette-
tem als mit nicht entfettetem Albumin verbindet. Die Vermutungen, dass das Äthanolm-
olekül die Verbindungsstellen der Fettsäure in der Subdomäne IIA einnimmt, haben
sich bestätigt. Man stellte folgendes fest: die Struktur des Albumins wird durch kleine
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Konzentrationen des Äthanols stabilisiert und durch hohe Konzentrationen des Äthanols
destabilisiert, und die Eigenschaften der Bindung des Äthanols mit Albumin hängen
von der Konzentration des Äthanols ab.
Dank der Anwendung von einem hochspezialisierten und hochempfindlichen Mi-
krokalorimeter wurde nachgewiesen, die RF-Strahlung mit der Frequenz von einigen
MHz bis ein paar Dutzenden MHz beeinflusst die thermische Umwandlungen in wässe-
rigen Albuminlösungen. Die Folgen der Einwirkung der Exposition auf die Strahlung
werden nicht sofort beobachtet. Sie bestehen in der temporalen Beschleunigung von den
im Eiweißkörper ablaufenden Umwandlungen.
Auf Grund der kalorimetrischen und spektroskopischen Untersuchungen UV VIS
wurde festgestellt, dass die UV-Strahlung ein solcher Faktor ist, der im Stande ist, die
normale Struktur aller untersuchten Albuminarten durch Modifizierung der Eiweißkon-
formation sehr deutlich zu verändern und die Eiweißaggregation zu verursachen. Nach-
gewiesen wurden auch unterschiedliche Reaktionen des fettsäurefreien Albumins und
des fettsäurereichen Albumins auf die UV-Strahlung. Das erste von ihnen war viel emp-
findlicher sowohl gegen die UV-Strahlung in deren vollem Bereich A-C, als auch gegen
die UVC-Strahlung mit der Wellenlänge von 254 nm. Es wurde daraus geschlossen,
dass die an das Makromolekül des Albumins auf natürliche Weise angeschlossenen
Fettsäuren eine Schutzfunktion ausüben und die Aggregation des Eiweißkörpers verhin-
dern. Die Anpassungsparameter von DSC-Versuchskurven in entwickelten Modellen be-
stätigten unterschiedliche Reaktion der Albumine mit verschiedenem Gehalt der Fett-
säure auf die UVC-Strahlung. Dank den Ergebnissen der Konvolutionsanalyse konnte
man zum Schluss kommen, das der C-Endteil des Albumins mit der Domäne II. in
höchstem Grade der UV-Strahlung ausgesetzt ist.
Die durchgeführten Untersuchungen haben wesentliche Unterschiede im Verlauf der
thermischen Entfaltung des freien und des fettsäurereichen Albumins aufgezeigt, indem
sie kleinere thermische Beständigkeit des entfetteten Albumins bestätigt haben. Die mit
der Fettsäureanlagerung verbundenen Konformationsumwandlungen verursachen eine
unterschiedliche Reaktion der beiden Albuminarten auf die UV-Strahlung und unter-
schiedliche Äthanolbindungen.

Redakcja
GRAŻYNA WOJDAŁA
Redakcja techniczna
BARBARA ARENHÖVEL
Korekta
MIROSŁAWA ŻŁOBIŃSKA
Copyright © 2009
by Wydawnictwo Uniwersytetu Śląskiego
Wszelkie prawa zastrzeżone
ISSN 0208-6336
ISBN 978-83-226-1840-0
Wydawca
Wydawnictwo Uniwersytetu Śląskiego
ul. Bankowa 12B, 40-007 Katowice
www.wydawnictwo.us.edu.pl
e-mail: wydawus@us.edu.pl
Wydanie I. Ark. druk. 9,0. Ark. wyd. 9,5.
Przekazano do łamania w styczniu 2009 r.
Podpisano do druku w lutym 2009 r.
Papier offset. kl. III, 90 g Cena 15 zł
Łamanie: Pracownia Składu Komputerowego
Wydawnictwa Uniwersytetu Śląskiego
Druk i oprawa: EXPOL, P. Rybiński, J. Dąbek, Spółka Jawna
ul. Brzeska 4, 87-800 Włocławek


